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1. INTRODUCCION

1.1 GENERALIDADES SOBRE Hippocratea excelga H.B.K.

£l gEnexo Hippocratea L. (Hippocrateaceael comprende aproxima

damente 120 especies distribuidas en el sureste de los Estados
Unidos, MExico y en la zona tropical de Sur América. Las plan
tas de este gfneroc son generalmente lianas e incluyen todas -
agquellas especies de la failia que posesn fruto capsular (Smith,
1940).

Una de las especies mas importante debido a su amplio uso en -
la medicinal tradicional es la Hippocratea excelsa, H.B.K. {Sin.
Hemiangium excelsa, H.B.K}, conocida popularmente con los nom-

bres de "cancerina™ y "mata piojos”. En la Repliblica Mexicana
se encuentra principalmente, distribuida en los estados de Si~
naloa,Durange y Tamaulipas,

Smith en su monograffia "Las Especies Americanas de la Familia

Hippocrateaceae” hace una descripcidn detallada de la planta
{Smith,1840).

mercados nacionales debido a sus miltiples propiedades curati-
vas: los usuarios la emplean para el tratamfiento de wvarias en~
fermedades entre las que destacan:
ras gdstricas,

La corteza café rojiza de la cancerina se expende en muchos

afecciones de la pilel,Glce-
padecimientos renales, amenorrea, e infecciones
uterinas. En todos los casos se prepara una infusién a partir

de la corteza machacada, sola o combinada con otras hierbas me
dicinales; esta infusibén es consumida diariamente hasta por pe
r{odos de tresmeses(Bye, 1988j).

Es de hacer notar, que debido a la gran efectividad de la
planta,

la demanda por la misma es muy alta y en consecucncia

actualmente hay el riesgo de su extincifin en varias zonas del
centro y sur de M&xico.

Adem&s de sus propiedades medicinales, la flippocratea excelsa

goza de reputacién popular como agente insecticida (Bye ,.1988;
Smith, 1940) .



Desde el punto de vista quimice no se ha descrito ningfin tra-
bajo previo para la Hippocratea excelsa, sin embargo algunas
otras especies de género han sido investigadas y los constitu
yentes aislados y caracterizados estin representados por fla-
vonoides {flavonoles, proantocianidinasg, catequinas) y/o tri-
terpenoides del tipo friedelano.

En la Tabla 1 se resumen estos estudios indicandose los diferen
tes metabolitos, sus fuentes naturales y las referencias perti
nentes, y en la Figura 1 se jilustran las estructuras correspon
dientes a los compuestos indicados en la Tabla 1.



Tabla 1 CONSTITUYENTES AISLADOS DE LAS ESPECIES [EL GENERO HIPPOCRATEA ESTUDIADAS
QUIMICAMENTE HASTA LA FECHA.

ESPECTE

OONSTITUYENTES

No. ESTRUCTURA*

FEFEFENCTAS

1 Hippocratea aspera Lam.
{Pricnostema aspera)

2 Hippoeratea fndica Will,
(Reigsantia indica)

3 Hippocratea mucronata

PRICNOSTEMADIONA

PRISTIMERTIA

PROANTOCTADINA

(-) 4'~c-METIL
EPTCALOCATEQUINA

PRISTIMERGNA

KAEMFEROL
3-g- @ -D-GUIXCRT~
RANCSIL KAEMFEROL

[ LR L

™ jw

tov

srilning y Wagner,1978.
Briining y Wagner, 1978.
Briining y Wagner,1978.
Briining y Wagner,1978.

Brilning y Wagnexr,1978.

Ilyas e Ilyas,1986.

Ilyas e Ilyas,1986.

* REFERIDO A IAS ESTRUCTURAS DE IA FIGURA 1.




_1_ PRIQNOCSTEMADIONA Z PRISTIMERINA

O QCH,
HO O OH

O

3 (~)-4'0-METIL EPIGALOCATEQUINA 4 PROANTOCIANIDINA

OH

i O~ g~ D~ GLUCOP TRANOS IL

5 KAEMFEROL 6 3-0—~D-GLUCOPIRANOSIL
- KAEMFEROL

FIGURA 1. ESTRUCTURAS DE LOS COMPUESTOS AISLADOS DE ALGUNAS
ESPECIES DEL GENERO HIPPOCRATEA.



1.2 POLITSOPRENOS NATURALES

Los poliisoprenes son terpencides de elevade peso meolecular que .,
se oriq.{nan por condensaciones sucesivas de tipo cabeza-cola -
de mGltiples unidades de isopreno.

La formaci6n de poliisoprenos estd restringida a las plantas
dicotiledoneas (angiospermas) y no ocurrxe en las monocotiledoneas,
-(gimnospermas), 6 en plantas inferiores. Seqgfin algunos autores =
m3s de 1800 especies contienen algln tipo de poliisaopreno en -
pegquefias cantidades pero desde el punto de vista comercial tan
sole 17 plantas los producen en cantidades importantes (Arxrcher
y Audley 1978), Estas especics se resumen en la Tabla 2, en la
cual se especifica ademds, el método para la obtencién del co
rrespondiente poljiisoprenc.

Los poliisoprenos hidrocarbonados naturales se clasifican en
tres tipos: el caucho, la guta y el chicle. En el primer caso
la confiquracién de la doble ligadura de la unidad de isopreno
es cis, en tanto que en la guta es trans: finalmente, el chicle
es una mezcla de poliisoprenos c¢is y Lrans en una proporcidén -
aproximada de 3:7 respectivamente.

e mancra general las plantas contienen el isomerc cis o el -
trans, pero no los dos, con la excepcién de la Achras sapota
(Sapotaceac), &rbol productor de chicle, que contiene amhos en
la proporcifn antes indicada. En la Figura 2, se ilustran las
férmulas generales para el caucho 7 y la guta 8.

H,¢ H H,C H
Clij~CH—C=C~CH;— CH;—C=C-CH;—Ci, CIS-1,4-POLI (ISOPRENO)
7
- n
HyC HC
Cli;y=CHy~C=C=CH~— Cl;~— C=(i-cli;—- CHy Trans -1,4-POLI (ISOP RENQ)
B8 H n

PIGURA : ESTRUCTURAS DEL CAUCHO Y DE LA GUTA.



Tabla 2.- PLANTAS PRODUCTORAS DE

POLIISOPRENOS DE IMPORTANCIA COMERCIAL

FAMILIA

ESPECIE NOMBRE COMUN

METODO COMERCIAL DE OBTENCION
DE_POLIYISOPRENO

PRODUCTORES DF. CAUCHO

Apocynaceae

Asclepiadaceae

Compositae

Euphorbiaceae

Moraceae

L

Alatonia spp
Dyera spp
Funtumia eléstica
Landolphia spp

Cryntosteaia grandiflora

Parthenium argentatum
Scorzonera tau-saghyz
Solidago Spp

Taraxacum Kok-saghyz

Havea brasiliensis

Manihot glaziovl

Castilla (Castilloa) spp

Ficus elfstica

Guayule

Vara dz Oro

Diente de
Lebn Ruso

Arbol de
hule
Arbol de
hule

Arbol de
hule
Arbol de

hule de la
India

Insicién mbltiple en el tronco
Insici6bn simple en el tronco

Insicibén mGltiple en el tronco
Insicibn mGltiple en la parra

Insicifn en brotes sin retoiio
¢ insiclén en hojas

Molienda total de la planta
Molienda de la rafz

Molienda o extraccibébn con di-
solvantes de la hoja.

Molienda de 1la rafz

Insicibn simple en el tronco
Ingicibén mGltiple en el tronco
Insicién mlltiple en el tronco

Insicién mfltiple en el tronco




TABLA 2 PLANTAS PRODUCTORAS DE POLISOPRENOS DE IMPORTANCIA COMERCIAL (CONTINUAGION)

PRODUCTORES DE GUTA

Celestraceae Euonymus europeaus Arbol Spindle*

Eucommiaceae Eucommia ulmoides -

Euphorbiaceae Cnidoscolus elasticus Chilt; rojo
cnidoscolus tepiquensis Chilts blanco

Sapotaceae Mimusops balata Arbol bala

Palenguium gutta Arbol taban*

Molienda o extraccidn
con digolventes
Molienda o extraccibn
con disolventes
M@ltiple insicién en el
tronco

M8ltiple insicifn en el
tronco

Mdltiple insici6n en la
corteza,expresién de la
corteza,

Insicién mdltiple en el
tronco, maceracién y de-
coccién de las hojas,

PRODUCTORES DE CHICLE

Sapotaceae Achras sapota Arbol sapodilla

Insicién mdltiple en el
tronco.

* NOMBRES REGIONALES DE LAS PLANTAS, NO EXISTE TRADUCCION




Bl caucho es un polimero muy elistico que puede ser estirado
considerablemente antes de su ruptura y cuando cesa el estira-
miento regresa a su estado original.

La guta es mucho menos el&stica y mds rigida. Este diferente -
comportamiento se debe a la diferencia en la cristalinidad en-
tre ambas sustancias: a temperatura ambiente el caucho es amoxr
fo y las molBculas est8n dispuestas al azar; cuando se extien-
de, las moléculas se alinean con la consecuente cristalizacién
y endurecimiento. La guta, por el contrario, es parcialmente -
cristalina a temperatura ambiente y por lo tanto mis dura; un
calentamiento ligero puede hacerla m&s flexible.Analogamente -
cuando se enfria puede hacerse dura y menos flexible.

La guta es polimorfica y presenta tres modificaciones cristali
nas la a,B ¥ y. A temperatura ambiente y sin estiramiento pre-
domina la medificacifn y,al estirar predomina la a y cuando se
calienta por arriba de 70°C y se enfria de inmediato prevalece
la B. Estas tres formas polimdrficas se ilustran en la Figura 3.

—aaa—d
a~guta cauchao

Los2a
8-guta -guta
B ity
- mondmero de mondmero del
la guta caucho

i.proyeccién -en €l plano de la doble ligadura
ii. proyeccién perpendicular al plano de la doble
ligadura.

FIGURA 3, MODIFICACICONES CRISTALINAS DE LA GUTA



La guta-percha es empleada en foxma de solucibn clerofarmica
como medio de aplicacifn de farmacos a la piel; como tejido de
guta-percha se utiliza como recubrimiento para impermeabili
zar telas, y en la manufactura de‘ instrumentos quirrgicos --
{(Trease, 1986) . También la guta se emplea en la fabricacifn de
pelotas de golf, de cables submarinos, tubos y laminas (Kirk,
Othxrmer, 1982; Archer y Audley, 1973).




2. OBJETIVOS Y JUSTIFICACION

Bl estudioc quimico de las plantas medicinales usadas en la
medicina tradicional con miras a determinar sus elementos
constitutivos y a la bfisqueda de nuevos y/o conocidaos prin
cipios activos estd bilen justificado,particularmente si 4di
chos principios © la materia prima son efectivos para com—
batir,a un caosto menor,aquellas enfermedades gque mi&s afec-—
tan a una poblacifn dada. La critica situacibn econSmica

de M&xico y sus milltiples problemas de salud justifican afin
wds este tipo de proycctos.

Considerands lo antes expuesto el prop&sito fundamental del
presente trabajo es cl estudioc quimico de la Hippocrates --
exrgcelsa H.B.K. ,planta ampliamente utilizada en la wmedicina
tradicional mexicana. Para ello se consideran pertinentes
los siguientes objetivos especificos:

2.1 Recopilar informacibn botinica,quimica y farmacol6gica
de Hippocratza excelsa H.B.K..

2.2 Preparar el extracto hexfAnico de la corteza,siguiendo

las técnicas fitoguimicas convencicnales.

Separar y purificar el mayor nfimero de constituyentes
del extracto obtenido en el punto 2.2.

Preparar el extracto metanflico de la corteza previa-
mente extrafda con con hexano.

2.5 Fraccianar ¢l extracto resultante del punto 2.4.

2.6 Separar algunos de los constituyentes del extracto metandlico.

2.7 Identificar madiante métodos guimicos y espectrascOpi

cos las sustancias aisladas del extracto hexfnico.

2.8 Correlacionar en lo posible los resultadns quimicos obtenidos con
las actividades bi6logicas que 2 le atribuyen a esta especic.

2.9 Fomentar la investigacifn interdisciplinaria en México.

10.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1 MATERIAL VEGETAL

El material vegetal (corteza radical y de talle} utilizado en
este estudioc fué€ recolectado en Jaloalpan, Puebla en Octubre
de 1987.

una muestra de referencia se depositd en el Jardin Botdnico
exterior, Vowcher: R.Bye y E.Linares,16511,

El material vegetal se secd a temperatura ambiente, y poste--—
riormente se molisé en un molino de cuchillas, modelo Wiley 4
utilizando una malla No. 4.

3.2 ANALISIS CROMATOGRAFICOS

Los andlisis cromatogrdficos en capa fina se efectuaron si--
quiendo las técnicas convencionales, utilizando placas de v;_
drio cubiertas de gel de silice adquiridas comercialmente -~
{gqel de sflice 60, GF-254, Merck).

Los sistemas de disolventes y los agentes cromogénicos emplea
dos, se resumen cn las Tablas 3 y 4.

TABLA 3.-SISTEMAS DE DISOLVENTES UTILIZADOS PARA LOS ANALISIS
CROMATOGRAFICOS EN CAPA FINA.

11.

SISTEMA DE COMPOSICION PROPORCION 1%
DISOLVENTES
1 Cloroformo 100
II Cloroforme — Acectato de etilo 90 - 10
111 Cloroformo - Acetona 70 - 30
v Cloroformo - Metanol 95 - 5
v Cloroforme ~ Metanol 90 - 10
vI Hexano ~ Metanol 95 - 5
vix Hexano - Metanol 80 - 20
VIII Hexano ~ Acetona 95 - 5

Ix Rexano = Acetato de etilo 90 - 10




TABLA 4.— AGENTES REVELADORES UTILIZADGS PARA LOS ANALISIS
CROMATOGRAFICOS EN CAPA FIWNA.

AGENTE REVELADOR COMPOSICION REFERENCIA
Reactivo de 2.6 g de carbonato de bismuto, Sthal, 1965
Dragendorff 7 g de yodure de sodio y 25 ml.

de fcido acétjico glacial

sulfato cérico Sulfato cfrico amoniacal 12 g, Sthal, 1965
&cido sulffirico concentrado
22.2 ml., 350 g. de hielo

Iodo Iodo metSlico

* Para el desarrollo de color era necesario calentar por 2

minutos, aproximadamente a 110°C.
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3.3. ENSAYO PARA ALCALOIDES,

Tomando en cuenta la posible existencia de alcaloides en la -
muestra vegetal se hicieron ensayos con 5 g. de muestra. Cada
muestra se macers6 por separado durante 72 hrs. en diferentes -
disolventes (una con hexano, otra con cloroformo y una Gltima
con metanel); en todos los cagos se utiliz6 50 mi  del disol--
vente correspondiente.
Posteriormente a cada uno de los extractos se les hizo una par
tici6n Scido-base y se probS la existencia de alcaloides, con
los reactivos de Mayer y Dragendorff de acuerdso a la metodolo-~
gia previamente descrita (Harborne, 1984).
El procedimiento para realizar las pruebas anteriores se resu-
me en el Esguema 1.
3.4. PREPARACION DE LOS EXTRACTOS HEXANICO Y METANOLICO DE LA
CORTEZA DE Hippocratea excelsa H.B.K
El material vegetal (3.55 Kg) se trat0 seg(n el procedimiento
mostrade en el Esquema 2 y el extracto metan6lico se fraccioné
a groso modo sigquiendo la metodologfa seiialada en el Esquema 3.
Pargg—séi—:;lracto de acetato de etilo (120 g) obtenido de la -
particién (Esquema 3) se fracciond mediante una cromatografia
en columna, usando como adsorbente gelde silice(1500 g de Sili-
ca Gel G-60, Merck 0.2-0.5 mm),
El proceso de elucifn se efectud con hexano, hexano-cloroformo y
c¢loroformo-metancl en diferentes proporciones; se obtuvieron un
total de 318 fracciones de 500 ml. cada una.,uniendose aquellas
cromatogridficamente similares. En la Tabla S se resumen los sig
temas de eluyentes empleados, el nGmereo de fracciones eluidas
con cada uno de ellos y las fracciones combinadas.
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MATERIAL VEGETAL 1}

1) Extraer con disolvente 2|
2) Filtrar

3} Concentrar in vacuoc
el filtrado

EXTRACTO RESIDUO VEGETAL
1) bisolver con
CHCl; © AcOEt

2} Extraer con
HC1l al 2.5% 3

FASE ORGANICA FASE ACUQSA

1) Alcanizar con
NH,OH a pH > 9

2) Extraer CHCly; 4

FASE ACUOSA FASE ORGANICA

1) Secar con
Naj SOy

2) Conecentrar in vacuo

EXTRACTO ORGANICO
CONCENTRADO 1

1l 5 g de muestra

2]  Se us6 hexano cloroformo o metanol (50 ml) y cada extraccién
se hizo por separado.

Al 4 extracciones de 20 ml en los tres casos.

4] 4 extracciones de 25 ml en los tres casos.

S} - Sobre este extracto se realizaron las pruebas para alcaloides.

Esquema 1. DETERMINACION CUALITATIVA DE ALCALOIDES EN LOS EXTRAC-
TOS HEXANICO, CLOROFORMICQ Y METANOLICO DE LA CORTEZA

DE Hippocratea excelsa.
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MATERIAL VEGETAL (MOLIDO} 1}

1) Extraer con hexano 2]
2) Filtrar

3) Reduzir el volimen
in vacuo

EXTRACTO HEXANICO 3} RESIDUO VEGETAL

1) Extraer con MeOH 4|
2) Filtrar

3} Reducir el volGmen
del filtrado in vacuo

RESIDUO VEGETAL EXTRACTO METANOLICO
CONCENTRADO (700 ml)

bl Cantidad del Material Vegetal: 3.55 Ku.

21 Extraccibdn via Maceracién (2 veces por perfodos de 48 hrs.
. cada vez, con un volGmen aproximado de 10 1.

3} VolGmen del extracto hexinico 300 ml.

aj Extraccifin via maceracibn (4 veces por periodos de 48 hrs.

cada vez, con un volfimen aproximado de 8 1), a temperatura
ambiente.

ESQUEMA 2. PREPARACION DE LOS EXTRACTOS HEXANICO Y METANOLICO
DE LA CORTEZA DE Hippocratea excelsa.
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EXTRACTO METANOLICO
" CGNCENTRADO u

1) Filtrar

2) Concentrar
in vacuo

EXTRACTO METANOLICO PRECIPITADO
CONCENTRADO 3] CAFE CREMA 2}
1) Disolucibn en
metanol-agua 4§

2) Particién con
acetato de etilo 35|

FASE ORGANICA FASE ACUOSA

1) Concentrar
a sequedad
in vacuo

FASE ORGANICA
CONCENTRADA (138.9 g).

1} Ver Esquema 2.

2 Precipit6 en forma espontinea, 20 g.

3] Peso del extracto metanSlico, -280 g :

4] Los 280 g de extracto metandlico se disolvieron en un litro
de agua 'y 200 ml de metanol. .

S] Vol6Gmen de extraccién del acetato de etilo, un litro por vez.

Se realizaron 55 extracciones.

ESQUEMA 3. FRACCIONAMIENTO PRELIMINAR DEL. EXTRACTO METANOLICO
DE LA CORTEZA DE Hippocratea excelsa.



TABLA 5.~ RESUMEN DE FRACCIONAMIENTO VIR CROMATOGRAFIA EN
COLUMNA DEL EXTRACTO ACETATO DE ETILO

ELUYENTE PROPORCION No.FRACCIONES FRACCIONES

COMBINADAS .
Hexano 100 1-19 1-11
Hexano-Cloroformo 80:10 20-423 12-18
Hexano~Cloroformo 80:20 44-56 19-27
Hexano~Cloroformo 70:30 57-67 28~46
Hexano-Cloroformo 50:50 €8-82 47-56
Hexano—Cloroformo 25:75 83-94 57-89
Cloroformo 100 95-117 80-100
Cloroformo-Metanol 99:1 118-162 101-108
Cloroformo~Metanol 97:3 le3-186 109-116
Cloroformo-Metanol 95:5 187-2023 117-126
Cloroformo-Metanol 90:10 204-220 127-169
Cloroformo-Metanocl 80:20 221-259 170-177
Cloroformo~Metanol 70:30 260-~232 178-215
Cloroformo-Metanol 60:40 293-307 216-221
Cloroformo-Metanol 50:50 308-318 222-227

228-236

237-251

252-257

258~ 264

265~ 269

270-287

288-297

298- 307

308- 318 J

17.



3.5 SEPARACION Y PURIFICACIAN DE ALGUNQS DE LOS CONSTITUYENTES
DE LAS FRACCIONES 126-16% EN LA COLUMNA DE LA TABLA 5, -
OBTENIDAS DEL EXTRACTC ACETATO [E ETILO FESULTANTE [EL PK}E——
SO0 DE PARTICION DEL EXTRACTO METANOLICO

De las fracciones 126-169 (Tabla 5) precipitd un polvo de co--
lor blanco gue luego de sucesivas lavadas con metanol originé
426.7 mg de un polvs cristalino (RL-84") P{.380°C con dascom
posicién.

El andlisis cromatogrifico del products anterior, utilizande -
como eluyente el sistema II, indic6 gue el mismo era una mezcla
de varias sustancias, visiblos a la luz ultraviolata ; estas sustan
cias tambifn fueron visualizadas al exponer la cromatoplaca en
una cdmara de I;.

La separacifn de los componentes de la mezcla eristalina, se -
realiz6 mediante una cromatografia preparativa en capa delga--
da, utilizando placas de gel de silice (placa silica gel,F-254,de
20 x 20, 0.25 mm.espesor) y como fase m6vil el sistema IIY.

En cada placa fue posible visuvalizar 7 componentes diferentes,
los cuales se separaron de acuerdo a la metodologia convencio
nal.

Los productos separados se indican en la Tabla 6, con sus res
pectivas claves. ’

TABLA 6.—~ PRODUCTOS SEPARADOS DEL PRECIPITADO OBTENIDO DE LAS
FRACCIONES 126-~129 DE LA TABLA 5.

CLAVE PESC (mg}
RL-10 A 6.5
RL~10 B 31.6
RL=10 C 14.2
RL-16 [ 20.6
RL-10 £ 204.8
RL—-10 F 31.8
RL-~10 G 20.8
Actualmente tres de estos compohentes Se encuentran €n proceso

de caracterizacibn.
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Las aguas madres de las fracciones 126-169 se combinaren con las
fracciones 117-177 de la columna de la Tabla 5. Como resultado
de esta combinacién se obtuvieron 14.7 g. de un residuo amari-
1llo naranja; 10g. de este fueron cromatografindos sobre una co
lumna de allmina neutra (106 g.). El procesc de elucidn se efec
tud con hexano, hexano-acetona y acetona en diferentes propor-—
ciones. En total se cobtuvieron 149 fracciones de 50 ml cada -
una. Todos los datos relacionados con esta columna se resumen
en la Tabla 7.

TAELA 7.- PESUMEN DE LA SEPARACION VIA CROMATOGRAFIA EN COUDMR
DE LAS FRACCIONES 127-177 DE LA TABLA 5.

ELUYENTE PROPORCION No .FRACCIONES FRACCIONES
COMBINADAS

Hexano 100 1-10 1-14
Hexano-Acetona 95:5 11--20 15-29
Hexano-Acetona 80:10 21-48 30-46
Hexano-Acetona 85:15 49-62 47-62
Hexano-Acetona 75:25 63-105 €3-113
Hexano-Acetona 60:40 106-122 114-127
Hexano-Acetona 50:50 123-137 128-149
Acetona 100 137-147

De las fracciones 63113 de la columna resumida en la Tabla 7,
se obtuvo un polvo blanco ligero: para purificarlo se disolvié
en la minima cantidad posible de acetona y se precipitt con -
hexano; al filtrar el precipitado se obtuvieron 502.1 mg. de -
un polwvo blanco con P.£.=155-160°C

Este compuesto tamhién se encuentra en proceso de caracteriza
cibn.
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3.6 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE LOS CONSTITUYENTES MAYORT-
PARIOS DEL EXTRACTC HEXANICO

Al reducir el vol€men del extracto hexdnico precipité en for
ma espontdnea 2.0144 g,de un polvo -amarillo constituido por
varios componentes de acuerdo con el andlisis cromatogrdfico
en capa fina.

Para eliminar el pigmento amarillo,el polvo se lavé repetidas
veces con una mezcla de hexano-acetato de etilo(l:1) y final
mente con acetonai;en ambos casos el disolvente se calentd a
una temperatura menor a la del punto de ebullicidn,

Al cabo de este proceso se obtuvo un polvo blanco (1.2684 g}
sgQue posteriormente se cromatografif.en una columna de gel de
s5ilice(23.37 g,silica gel G-60,ART~7734,0.063-0.2 mm).

El proceso de elucidn se efectuwo con hexano, hexano-cloroformo,
Yy cloroformo-acetatc de etilo en diferentes proporciones; se
receogieron un tetal de 330 fracciones de 1S ml cada una.

El Esquema 4 muestra el proceso de fraccionamiento del extrac
to hexdnico y en la Tabla 8 se resume la informacibn corres
pondiente a la separacibén cromatogrdfica de algunos de los

constitiyentes del extracto hexdnico.
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EXTRACTO HEXANICO (ESQUEMA 3)

1) Filtrar

2) Concentrar in vacuo
el filtrado

EXTRACTO HEXANICO

CONCENTRADO 2|
POLVO AMARILLO 1}

1) Disolucién en
acetato de etilo
1) Lavado con

disolventes 5] 2) Filtrar por

gravedad
2) Cromatografia
en columna
POLVC BLANCO EXTRACTO
B-SITOSTEROL 3} HEXANICO 4]

FRIEDELINA CANOFILOL
(55.9 mg) ¥ ACIDO CANOFILICO .
+3 T €391.2 mg)

CANOF ILAL CANOFILOL

(244.4 mg) (308.6 mg)

1] Peso del polvo: 2.0144 g.

2] peso extracto hexd&nico: 25.7491 g.

3] Precipita en forma de gel, peso 686.9 mg (8-sitostercl).

4] . Peso extracto hexdnico: 25.0622 g.

5] Lavados con mezcla hexano-acetato de etilo (1:1) y aceconé..

ESQUEMA 4. FRACCIONAMIENTO DE EXTRACTO HEXANICO.
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TABLA 8. RESUMEN DE LA COLUMNA CROMATOGRAFICA QUE PERMITIO
LA SEPARACION DE ALGUNOS DE LOS CONSTITUYENTES
DEL EXTRACTO HEXANICO.

ELUYENTE PROPORCION No .FRACCIONES COMBINACION
DE FRACCIONES

Hexano 100 1-13 1-19
Hexano~-Cloroformo 75-25 14-64 20~49
Hexono-Cloroformo 50-50 65-233 50-60
Hexano-Clorofoxrmo 40-60 234260 61-87
Hexéno—cloroformo 20-80 261-274 88-116
Cloroformo 100 275-299 117-125
Cloroformo-Ac. de etiloe 90-10 300-312 126-262
Cloroformo-Ac. de etilo 80-20 313-322 263-305

Cloroformo-Ac. de etilo 50-50 323-330 306-330




ALSLAMIENTO DE LA FRIEDELINA 9: De las fracciones 20-49

‘de la columna de la Tabla 8 se obtuvieron 55.9 mg de un pol-

vo blanco cromatograficamente puro, P.f. = 250-252°C (MeOH).

AISLAMIENTO DEL CANOFILAL 10: De l1as fracciones 64-87 de
la columna de la Tabla 8 se obtuvieron 244.4 mg de un s6li-
do blanco cristaline, homogéneo en varios sistemas cromato-
graficos, P.£f. = 250-255 °C (MaOH) .

AISLAMIENTO DEL CANOFINOL 11: De las fracciones 88-116 de
la columna de la Tabla B8, cristalizarxon 308.6 mg de un com-
puesto puro de P.f. = 272-275 °C (MeCH).

AISLAMIENTC Y PURIFICACION DEL ACTDO CANOFILICO 12: pe

las fracciones 117-262 de la columna de la Tabla 8, se ob-
tuvieron 391.2 mg de un polvo blanco; cromatograficamente
este polvo resulto ser una mezcla de Canofilol,ll, y de o-
tra sustancia de R f. muy similar.

La resolucifén de la mezcla en sus componentes individua-
les se realiz& acetilando el alcohol y posterior separa-
¢ién cromatogrdfica. Para ello la mezcla original se trato
con anhidrido acético (4 ml) v piridina (4 ml); al cabo de
la reaccién el crudo fue procesado siguiendo el procedi-
miento usual, obteniendose 362.2 mg de una mezcla de dos
productos de diferente R f.. TLuego de cromatografiar la
mezcla anterjor via cromatograffa preparativa en capa del-
gada (gel de silice como adsorbente y CHCl, como eluyente )
se obtuvieron 54.33 my de Acido canofflico, 12 , P.f.= 317
°C  (MeOH)} y 31B.4 mg del Acetil Canofilol, 13a, P.£.= 166
°C. La cantidad del derivado acetilado corresponde a 336
ng adicionales de Canofilol 11. El rendimiento total de

11 fue de 644.6 mg.
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AISLAMIENTO ¥ PURIFICRCION DEL B-SITOSTEROL, 13: Al disol-
ver el extracto hexfnico en acetato de etile precipito un
polvo caf&, que luego de varias lavadas con metanol origino
687 mg de una sustancia pura de color blanco nacar y P.f.=
140°C, Este producto fue identificado como 8-Sitosterol por
comparacifn con una muestra auténtica siguiende la metodolo-
gfa convencional.

OBTENCION DEL TRANS POLIISOPRENO DE LA CORTEZA DE HIPPO-
CRATEA EXCELSA.

OBTENCION DEL TRANS—-POLIISOPRENO DEL EXTRACTC CLOROFORMICO
PREPARADO VIA MACERACION A PARTIR DE LA CORTEZA VEGETAL: El
procedimiento seguido para la obtencién del polimero utili-
zando cloroformo como disolvente se resume en el Esguema 5.

OBTENCION DEL TRANS—-POLIISOPRENO DEL EXTRACTO CLOROFORMICO
PREPARADO VIA MACERACION A PARTIR DEL MATERIAL VEGETAL PRE-
VIAMENTE EXTRAIDO CON HEXANO ¥ METANCL: Esta extraccibn asf
como los datos relacionados ¢on la misma se resumen en el
Esquema 6.

OBTENCION DEL TRANS-POLIISOPRENO DEL EXTRACTO CLOROFORMICO
PREPARADO A PARTIR DE LA CORTEZA PREVIAMENTE EXTPAIDA CON
HEXANO ¥ METANOL, UTILIZANDO EL CLOROFORMO A UNA TEMPERATU-
RA DE 61-62°C: Este proceso se encuentra condensado en el
Esquema 7, Esencialmente fue igual al anterier, difiriendo
tan solo en la temperatura del disolvente.
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1. MATERIAL
2. EXTRACCION
FILTRAR

- 3. FILTRADO RESIDUO VEGETAL
4. CONCENTRAR
5. LAVAR
|
6. POLIMERO

Corteza radical y de tallo de Hippocratea excelsa H.B.K., se

g.

via maceracién (3 veces durante 48 horas) a tempe-

ratura ambiente usando 100 nl de cloroformo por vez.

1.

usaron 5.0
2.  Extraccién
3. Filtrado,
4

amarilla.
5. Lavado con
ta obtener

6. El peso de
la muestra
ESQUEMA 5.

liquido amarillo brillante.
Se concentr6 a sequedad in vacuo, obteniéndose una pelicula

CHCl; - acetato de etilo (1:1),
una pelfcula blanca.

10 ml . por vez has-

la pelfcula fu& de 330 mg gue eguivale al 6.6% de
total.

OBTENCION DEL TRANS POLIISOPRENO DEL EXTRACTO CLORO-

FORMICO PREPARADO VIA MACERACION A PARTIR DE LA CORTE-
Zh VEGETAL.



1. MATERIAL
2. EXTRACCION

FILTRAR

3. FILTRADO R.VEGETAL

CONCENTRAR 4. EXTRACCION

FILTRAR

EXTRACTO HEXANICO

S. FILTRADO R.VEGETAL

E s rrs

l.Corteza radfcal y de tallo de H{ppocratea pxcelsa H.3.X
usaron 5.93 g de muestra. .

2.Extraccién vfa maceraci6n (3 vecas durante 48 hrs.) a tempg
ratura ambientc, usando 100 nml de hexano por vez.

3. Filtrado, lfquide rojo naranja.

4. Extraccién via maceracisn (3 vocas durante 48 hrs)
ratura ambfentausando 100 nl de matancl por ver.

5.5s obtuvo un filtrado rojo oscuro.

6.Extraccién via macoracifn (3 veces durante 48 hra)} a tempu~
ratura ambiente, usando 100 ml de cloroforno por ve:.

7.E1 filtrado obtanido da un lfquido incoloro ligeramenta vis
cosa.

8.Concentrar {n vacuo, forméndose una pelfcula hlanca.

9.El peso da la pelicula es da 200 mg quo equivale al 3.3t del
peso total da la muestra.

a tempg

COVCENTRAR 6. EXTRACCION
EXTRACTO METANOLICO FILTRAR
7.FILTRAI R.VEGETAL
8. CONCENTRAR
9. POLIMEPO

ESQUEMA 6. OBTENCION DEL

TRANS POLIISOPRENO DEL EXTRACTO CLOROFORMICO PRE-

PARADO VIA MACERACION A PARTIR DEL MATERIAL VEGETAL PREVIAMENTE .-

EXTRAIDO CON. HEXANO Y METANOL

"9z



MATCRIAL

1, Correza radical y de tallo de Hippocratea excolaa 1.8.K.,
se  utilizaron 5.70 g.
2, txtraccién via maceracién () veces durante 46 hrs.) a tom

XTPACCION

FILTRAR )
peraturs ambfente usando 100 nl de hexano cada vaz.
3. £l filtrado obtenido es un lfquido rojo naranja.
4. so trd in vacuo and una pelfcula amarflla
3.FILTRADO R.VEGETAL naranja.
5. Se lave e axtracto concentrado con cloroformo-acstato de gti
4. COUCENTRAR 7. EXTRACCION 1o (1:1) con vol@imenes de 10 ml cada vaz.
6. Se obtuvo una polfcula blanca que peso 75.3 mg que equiva-
5 EXTRACTO MEXANICO FILTRAR le al 1.Jv del peso total de la muestra.
7. Extraceibn via maceraci6n () veces durante 48 hra) a tempe
ratura ambiente, usando 100 ml de netanol por vez.
6.  POLIMERO 8. Se obtuvo un filtrado de color rojo obscuro
8. FILTRADO R.VEGETAL 9. La extraccién se realizs sin maceracidn,(5 veces) con clorg
formo & 61-62°C, usando un volGmen de 40 ml por vez,
CONCENTRAR 9.EXTRACCION 10.filtrado incoloro ligeramente vincoso.

11.S0 concentré gn vacuo formando una pelfcula {ncolora

12.Pelfcula blanca que peso 563.7 ng gue eguivala al 9.7% del
peaso total do la muestra. El porcentaje total del polfmerc
de la muestra fus de 11.0V, que equivalas a 639 mq,tomando
en cuanta lo obtenido sn extraccidn con hexano.

EXTRACTO METANOLICO FILTRAR

10, FILTRADO VEGETAL

11, CONCENTRAR

12, POLIMERO

ESCREMA 7. OBTENCION DEL TRANS-POLIISOPRENO DEL EXTRACTO CLOROFORMICO PRE-
PARADO A PARTIR DE LA CORTEZA PREVIAMENTE EXTRAIDA CON HEXANO
Y METANOL,UTILIZANDO EL CLOROFORMC A UNA TEMPERATURA DE 61-62°C,

N
=




28.

3.8 CARACTERIZACION DE LAS SUTANCIAS ALSLADAS
3.8.1 DETERMINACION DE CONSTANTES FISICAS Y ESPECTROSCOPICAS

Los puntos de fusiSn se midieron en un aparato Buchi 530 y

no estan corregidos, los espectros de IR. fueron registrados
en un instrumento Perkin-Elmer 599-B en pastilla de KBr.Los
espectros de RMN'H se determinaron en un instrumento FT-80
Varianyutilizando como disolventes CDCl3 y/c DMSO-dG ¥ como
referencia interna TMS.

Los espectros de masa fueron obtenidos en un aparato Hewlett -
Packard 59-88A. El termograma para el polimero se efectuc en
un termégrafo Perkin-Elmer II; la determinacién del peso mo-
lecular del mismo se efectuf en una columna de permeacibn en
gel Waters modelo 3 y finalmente, la viscosidad se determino
por picnometria. Los tres Gltimos andlisis fueron realizados
en el departamento de fisicoquimica de la Facultad de Quimica

bajo la supervisién del Dr. Joaquin Palacios A.
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3.8.2 OBTERCION DE DERIVADOS DE LAS SUSTANCIAS AISLADAS

A) Obtencifn del Acetato de Sitosterilo 13a vy del Acetil
Canofilol 1lla

Para formar los derivados acetilados se emplearon 1 ml de anhi-—
drido acético y 1 ml de piridina por cada 100 mg de muestra. En
todos los casos la mezcla de reaccifn se dejo 14 hrs. a tempera
tura ambiente,y al cabo de este tiempo se procesc de la manera
habitual ( Shriner,Fuson y Curtin 1980 ).

En la tabla 9 se resumen los compuestos que fueron acetilados,

asf{ como los rendimientos y punto de fusién de los compuetos
obtenidos.

TABLA 9 OBTENCION DE LOS DERIVADOS ACETILADOS

COMPUESTOC PESO DEL PRODUCTO PESO DEL PUNTO
COMPUESTO ACETILADO DE FUSION
g-Sitosterol 100 mg Acetato de 40 mg 115-117°C
Sitosterilo
13a
Canofilol 1l 100 mg Acetil Cano 92.1 mg 166°C
filol ila

) OBTENCION DEL ACIDO CANOFILICO 12 A PARTIR DE CANOFILAL 1Q.

A 75 wg de Canofilal 10 ,en 17 ml de acetona sc afladieron

285 mg de KHnD4- La mezcla se reflujo con agitacibn durante 2 hr.,
al cabo de este tiempo se aiadié al crude de la reaccifn 10 ml
de cloroformo y la mezcla se extrajo sucesivamente con una solu-
cién de bisulfico de sodio al 10% (S5 ml ),H2s04‘al 10% {5 ml },

y agua destilada.Finalmente ,la fase orgénica se seco con sulfa-
to de sodic anhidro.,y el resfduo cristalino resultante luego de
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eliminar el disolvente se recristaliz6 de metanol para originar
79.8 mg de Acido Cancfilico 12 ,P.f.= 260-263°C,idéntico al pro

ducto natural.

C) OXIDACION PE CAMOFILOL 11 A CANOFILAL 10

A 50mg de Canofilol en 6.3 ml de piridina se le agregb una mez-
cla de piridina y trifxido de cromo (30mg/0.3ml) .La mezcla se
dejé reaccionar durante 3 hrs. con agitacién y a una temperatu-
ra de 0°C.

Daspués de este tiempo al crudo de la reaccit6n de le agregaron
10 ml de cloroformo,y la mezcla se extrajo sucesivamente con
HC1 1 N (5 ml) vy agua destilada.

Posteriormente la fase orgénica se seco con sulfato de sodio
anhidro,y el residuo resultante luego de eliminar el disolvente
se recristalizé de metanol para producir 15.2 mg de Canofilal
10 de P.f.=264-269°C.

D} PREPARACION DEL METIL ESTER DEL ACIDO CANOFILICO 12a .

Para la obtencién del derivado metilado se utilizé una solucibn
etérea de diazometano , por cada 100 mg de muestra se utilizaron
20 ml de una solucifn de diazometano preparado con 4 ml de una
solucién acuosa de hidréxido de potasio al 50% , 20 ml de &ter
etflico y 2 g de N-nitroso-N-metil -urea . La muestra (60 mg)
se disolvi6 previamente en 10 ml de déter, y la mezcla se deijd
reaccionando a temperatura ambiente durante 12 hrs.

pespués de efectuada la reaccibén se obtuvieron 58.3 mg del pro
ducto 1l2a, P.f.= 222-224°C.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Aislamiento y caragterizacifn de los constituyentes mayori

tarios del extracto hexdnico.

Del extracto hexfnico de la ceorteza (radical y de tallo) de —-
Hippocratea excelsa H.B.K.,se obtuvo una mezcla de sustancias
triterpenoides de tipo friedelano.La resolucién de la mezcla
anterior por métodos cromatogrificos permitid aislar en forma
Pura los sigulentes compuestos:Friedelina 9,Canofilal 108,Cano-

filel 11 y AcidoCanofflico 12. También del extrecto hexdnico
fie posible obtencr el comlin esterol g-Sitosterel 13. Las eg
tructuras y los rendimientc de cada una de las sustancias 9-13
se resumen en la Tabla 10.

La caracterizacibn de los compuestos aislados se hizo en base
a métodos quimicos,espectrosc6picos y espectrométricos,y a con
tinuacién se presentaran las evidencias que permitieron propo-

ner las estructuras de cada uno de los compuestos,8-13.



TABLA 10. RENDIMIENTOS Y ESTRUCTURAS DE LOS COMPUESTOS AISLADOS DEL EXTRACTO HEXANICO

NUMERO NOMBRE CANTIDAD \ EN RELACION
OBTENIDA A LA PLANTA SECA ESTRUCTURA
9 FRIEDELINA 55.9 mg 0.0015 .
{FRIEDELAN-3-ONA)
11 CANOFILOL 664.6mg 0.0181 g
(28~ HIDROXT-FRIEDELAN- "
3-ONA)
0
o
10 CANOFILAL 244.4mg 0.0068 o
(28~AL-FRIEDELAN-
3-ONR)
12 ACIDO CANOFILICO 54.33mg 0.0015
(28-CARBOXI-FRIEDELAN- CO0H
3-O0NR)
0
13 8-SITOSTEROL 686.9mg 0.0193

43
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4.1.1 IDENTIFICACION DE LA FRIEDELINA 9.

De las fracciones 20-49 de la columna de la Tabla 8 se obtuvo

un polvo blance, insipido y cromatogr&ficamente homogfneo. Las

constantes fisicas y espectroscbpicas de esta substancia se re

sumen en la Tabla 11.

El andlisis global de los datos de la Tabla 11 permitieron es-

tablecer que este s6lido era la Friedelina 9, y a continuacién

se resumen los aspectos mas importantes de este an8lisis?

A) El espectro de IR. {Espectro 1) presents bandas de absor-
cibn caracteristicas para estiramiento carbono hidr&geno -
(2835 em-'), y para carbonilo de cetona en anillo de 6 miem
bros (1720 ctn™ ).

B) El espectro de masa {Espectro 2) present$ un i6n molecular
de m/z 426 (CyoH,, O) , y otros picos importantes se observa
ron a m/z 411,341,302,273,205,123 y 55 (pico bage).

Esos iones se producen mediante las fragmentaciones comunes
para la serie de los triterpenos del tipo friedelan-x-ona
los cuales sc iflustran en la Figura 4 (Courtncy, et al,
1863; Sengupta et al, 1968; Budzikiewicz et al,1963).

Como todas las rupturas scfialadas de la Figura 4 ocurren con
la perdida de un hidrSgeno adicicnal de la especie cargada,y -
como la mayor parte son originadas por la ruptura de dos en
laces presentan un valor de m/z impar. Es de hacer notar =~
qgue el pico a m/z 55 (pico base) era consistente con la ubica
cibén del Gnico grupoe carbonilo de la molé&cula en C-1 8§ en C-3.

C) El espectro de RMI'H (Espectro 3) ,presento sehales para 7 metilos
terciarios a £ 0.72,087, 095, 0.99, 1.04, 1.17, y un metilo
secundario a 60.87 (d, J=7Hz), en concordancia con un nficleo
friedelano. Las restantes sefiales no presentaron la resolu-
ci6n suficiente para ser asignadas; sin embargo el mGltiple
te cer;ttadc a & 2.19 era indicativo de tres protones vecina
les al carbonilo de la molécula, y que de acuerdo al an&li-
sis del espectro de masas debfa estar ubicado en la posicién
C-1 6 en C-3de la molécula.




TABLA 11: CONSTANTES FISICAS Y ESPECTROSCOPICAS

DE LA FRIEDELINA §

PUNTQ DE FUSION

FORMULA MOLECULAR

IR (KBr), em™
(ESPECTRO 1)

EMIE m/z (%)
(ESPECTRO 2)

RMN'H
(80 MHz, CDCly )
(ESPECTRO 3)

250~252°C

Cagtla®

2935
1720
1390

426 M3(2), 411 (1), 34 (1)
302 (2), 273 (5)

205 (7), 123 (26), 109 (35)
95 (50), 69 (80)

55 (99)

0.72 (3H,S)

0.87 (3H,S)

0.95 (3H,8)

0.99 (6H,5)

1.04 (3H,S)

1.17 ({3H,S)

0.87 (3H,d,J=THz,H~23)
2.19 (3H,mH-4,H=2,H~2")

ESTRUCTURA

w
~
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Para ubicar correctamente el carbonilo en la estructura se com
pararon los datos de la Tabla 11 con los previamente descritos
en la literatura para Friedelina, resultando idénticos (Kapadia,
1964; Bhakuni, 1971 intex alia),

La camaracisn con el monocetoderivado en el carbono 1 no fué
posible, ya que hasta la fecha no sc encuentra reportado como
producto natural.

Las evidencias antes mencionadas permitieron establecer gque la
sustancia aislada era la Friedelina.
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4.1.2 IDENTIFICACION DEL CANOFILOL 11.

El canofilol 11 se obtuvo como un polwvo blanco cristalino a -
partix de las fracciones 8#8-116 de la Tabla 8, sus constantes
ffsicas y espectroscbpicas se indican en la Tabla 12.

La férmula molecular de 11 se determing como C,a Hy, O3 (espec—
trometrfa de masas), la cual permitfa el mismo nfimerc de insa
turaciones que la Friedelina.

En terminos generales las propicdades espectroscOpicas y es-
pectranétricas de este compuesto eran muy similares a las de la
Friedelina. Suespectro de IR. (Espectro 4) mostrd ademis de la
absorcibén para cetona a 1700 cm-' , una banda ancha a 3420 cm-!
caracteristica de hidr6xilo libre de un alechol. E1 tratamien
to de 11 con anhidrido acético y piridina gener6 el acetil de
rivado lla corroborande su naturaleza carbinélica. Las caracte
risticas espectroscSpicas y la estructura de este derivado se
resumen en la Tabla 13. .

El espectro de masa (Espectro 5) de 11 exhibié un iln molecular
de m/z 442 (16 unidades de masa mas que la Friedelina), y pre-
sent$ bisicamente el mismo patrén de fragmentacién que la Frie
delina: m/z 55 (pico base), 411 (M+, CH,0H), 357 (Fragmento F),
302 (Fragmento E), 273 (Fragmento D), 221 (Fragmento B), 137 -
{Fragmento C).

La perdida de 31 unidades de masa del i6n molecular era consis
tente con Xa naturaleza primaria de la funcién alccholica pre-
sente, y los valores de masa correspondientes a los fragmentos
Flm/z 357}, B (m/z 221) y C(m/z 137) eran congruentes con la ubji
cacibn de este grupo funcional en las carbonos 28, 2% o 30 del
esqueleto friedelano.

Todos los fragmentos antes mencionados se ilustran en la Figura
5.

Es de hacer notar, que la moderada intensidad del i6n en m/z -
411 permitia inferir a priori que muy probablemente el hidroxi
metileno se encontraba en la posicidn 28. (Delle Menache,egt al,
1972) .



TABLA 12:

CONSTANTES FISICAS Y ESPECTROSCOPICAS

DEL CANOFILOL 11

-

PUNTO DE FUSION

FORMULA MOLECULAR

IR {KBx), cm
(ESPECTRO 4)

EMIE m/z (int.rel)
(ESPECTRO 5)

RMN'H
(80 MHz, CCCl,)
(ESPECTRO 6)

272-275°C
CaoHs0 02

3420 (3600-3100)
2949, 1700, 1625,
1450, 1385,

442(1), 427(1),

411(2180) ,357(90) ,
302(158), 301(S596)
273(2041),247(1083)
233(388), 221(261)
203(573),137(8544)
55 (11426) !

Q.71 (3H,S)
0.86 (3H,4, J=7 Hz,
0.86 (34,8)
0.92 (3H,S)
0.97 (6H,S)
1.12 (3H.S)

2.20~2.34 (34, m, C-2,

3.00 {1R,m,0QH)
3.52 (2H,Sa, H-28)

ESTRUCTURA

H-23)

c-4)
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El espectro de RMN'H (Espectro  6) mostrd resonancias para:

A) Seis grupos metilos terciarios | 6 0.71, 0.86, 0.92,0.97
(6 m y 1.12].

B) Un metilo secundario (¢ 0.86)

C} La funcién carbin&lica primaria a & 3.52 (24, S.a)
Esta sefial se desplazé a campe bajo en el derivado atetila
do lla (Espectro 7) donde se observa como un sistema A3
centrado en & 4.10

D) Un hidr6xilo a § 3.90 y que desaparecia lucgo de equili--

brar el espectro con D;O0.
Para determinarla ubicacién del grupe hidroximetileno en la -
molécula, la comparacién de los desplazamientos qufmicos de -
1lla con aguellos correspondientes a los acetil derivados del
29 - hidroxi - friedelan 3J-ona y del 30 - hidroxi - friedelan
3-ona fue de gran utilidad (Betancor, et al 1980; Govindachari,
1963). En la Tabla 14 se resumen en forma comparativa los des
plazamientos quimicos de los tres acetil derivados vy clarameg
te se puede ohbservar que cuando la funcifn oxigenada se encuen
tra en 2% 6 30 la sefial del metileno aparece ceme un singulete
aé 3.90 y & 3.75 respectivamente. En el caso del acetil deri
vado lla la misma sefial, como ya. se indic6é, aparece como un
sistema AB centrado en § 4.10.
En base al an8lisis anterior fue posible entonces identificar
al alcohol come el canofilel (2 8-hidroxi-friedelan-3-ona) el
cual ha sido aislado previamente de otras fuentes naturales
(Kulshreshtha, 1970; Courtney, et al 1963; Govindachari, 1967).
Las constantes ffsicas y espectroscdpicas del producto 11 y su
acetil derivado 1;3 concordaban perfectamente con . las. descri--

tas previamente.
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TABLA 13: CONSTANTES FISICAS Y ESPECTROSCOPICAS DEL ACETIL CANOFILOL 1la

PUNTO DE FUSION 166°C

FORMULA MOLECULAR Cas; Hgo Ou

IR (KkBr) , cm~' 34, 2950, 1740,
1460,1390, 1235

EMIE m/z (%) 424 460 (1) , 411(7),
(ESPECTRO 9} 273(11), 177(14),163(10),
150(18) ,137(28), 135(16),
123(29) ,94(34),55(61),
43(100) .

RMN'H 0.72(3u,s) ,0.87 (3H,S)
(80MHz, CDCl,) 0.86(3H,d,J=7Hz H-23)

(ESPECTRO 7)  0.94(3H,S), 0.97(6H,S)
L.12(3H,8), 2.05(34,s,
CHy— €=0)
2.15- 2,49 (3H,m,H-2,H~4)
3.95(d,1H,J=1CHz ,H~28)
4.25(d,1H,J=10Hz, H-23')

ESCTRUCTURA
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TABLA 14.~ COMPARACION DE LOS DESPLAZAMIENTOS QUIMICOS (RMN'H) DE LOS DERIVADOS
ACETILADOS DEL 29-ACETOXI-FRIEDELAN-3-OHA,30~ACETOXI-FRIEDELAN-3-ONA
¥ DEL PRODUCTO 1la

6§ lla & DEL ACETOXI DERIVADO § DEL ACETOXI DERIVADO
EN 29 EN 30

0.72 (3H.S) 0.72 0.72
0.86 (3H,d,J=7Hz,C-23) 0.87 0.87
0.87 (34,S) 1.0 1.04
0.94 (3H,5) 1.07 1.05
0.97 (6H,S) 1.18 (18BH,S) 1.22 (18BH,5)
1.12° (3H,5) 0.87 (3H,d,d=7Hz,c~23) 0.86 (3H,d,H=7Hz,C-23)
2.05 (3H,5,CHyC= 0) 2.08 (3,5,CHyé= 0) 2.07 (3H,5,CHC= 0)
2.15-2.40 (3H,M,H~2,H-4) 3.90 ({2H,Ss, —C-29) 3.75 (24,5,c-30)
4.10 (d.4,2H,c-28)

T8y
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4.1.3 IDENTIFICACION DEL CANQFILAL 10

De las fracciones 64-87 de la columna de la Tabla 8 se obtuvo

otro s6lido cristalino color blance, cuyas constantes fisicas

y espectroscHpicas se muestran en la Tabla 15.

De manera general el perfil de los espectros de IR, RMN'H y de

masas de este compuesto fue similar al de los dos compuestos

previamente discutidos.

El andlisis detallado de los espectros de masa y de RMN'H per-

mité concluir gue este compuesto presentaba una funcibn aldehi

do angular en la posicién 28, en lugar del metilc de la Friede

lina % y del hidroximetileno del Canofilol 11.

Las principales diferencias observadas en relacidn a los dos -

filtimos compuestos mencionados fueron las siguientes:

A) El espectxo de RMN'H {Especctro 10) presentS una sefal a g -

9.5 (1H), caracterxistica para un proton aldehidico en vez -

de la absorci6n a § 3,52 para la funcibén carbin6lica cn el
Canofilol y del metilo as1.17 en la Friedelina.

B) En el espectro de masas (Espectro :1) el idn molecular sc
observé en m/z 440, y en este caso el fragmento a m/z 411
resultaba de la p&rdida del grupo aldehido (M*=- 29).

lI'|‘=ilal_l‘lﬂ- af 9.913 ta 12.323 min.

From DORTR:RACHELL.D

o] SCALED
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201
501
10
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ESPECTRO 11




TABLA 15. CONSTANTES FISICAS Y ESPECTROSCOPICAS DEL CANOFILAL 10.

PUNTO DE FUSION

FORMULA MOLECULAR

IR {KBr) cm-1

(ESPECTRO 12)

EMIE m/2 (%)
(ESPECTRO 11)

RMN'H
(80 MHz,CDCly)
(ESPECTRO 10}

2590-275°C

CxtiegOz

2915
2680
1710
1450
1385

440
3s5
273
205
137

0.62
0.71
0.85
0.86
0.95
0.97
1.07
9.45
2.15

(2), 411(21)
(1), 301(s)
(22) ,247(10)
(7}, 191(10)
{941, 55(100)

{ 8, 3H)
{s,3H)
(s, 3H)
(3H,d,J=7Hz, H-23)
{s,3H)
(s, 3H#)
(s, 3H}
(1H,s,H-28)
-2.40(3H,m,H-2,H-4)

ESTRUCTURA

w
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C) En el espectro de IR.Se observS claramente el sobretono ti-
pico de C=0 de aldehido a 2080cm~ , y 1la banda correspondien
te al estiramiento carbeno oxfgeno{(vC-0 ) aparecié sobrepucs
ta a la de la cctona (Espectro 12).

La oxidaci6n del Canofilol con trifxido de crémo-piridina {par-
te 3,8.2) permitid la obtencién de un aldehido idéntico en todos
sus aspectos al producto natural. Esta reaccidn permiti& enton-
cas correlacionar quimicamente ambos compuestos y establecer -~
inequivocamente la identidad del producto como 28-al-friedelan-
3-cnal{Govindachari,et al,1967;Betancor,et al,1980).
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4.1.4. IDENTIFICACION DEL ACIDO CANOFILICO 12

El anflisis cromatogr&fico de las fracciones 117-262 de la co
lumna de la Tabla 8 demostr$ gque el polvo obtenido era una mez
cla de dos sustancias diferentes, una de ellas presentaba --—
igual Rf. que el Canofilol 11.

Los diferentes intentos para separarlas mediante métedos cro-—
matogrificos no fueron exitosos; por lo tanto considerando
que en el espectro de IR de la mezcla ne se observaba banda
para carbonilo de acetato se procedi8 a separarlas derivati--
zando el alcohol presente, mediante una reaccién de acetila--—
cibn, con la posterior purificacifén de los productos de la -
reaccifn mediante una cromatograffa preparativa tal como ge
especificé en la parte experimental (parte 3.6.4)

Este proceso permit8 obtener 336 mg adicionales de Canofilol
1l come su acetil derivado (lla) y 54.33 mg de Acide Canoffli
co 12; los pardmetros fisicos y espectroscSpicos del nisme se

resumen en la Tabla 16.

Su espectro de abgorci6n al IR (Espectro 13} presentS una ban

da ancha a 3440 cm-' (OH) ,un pico intenso a 1710 cm~* (C=0), ¥y o-

tro a 1690 cm™ (-COOH). La esterificacién de esta molécula con

CHyN, produjo el ester metflico 1l2a, confirmando la naturale-

za &cida de este producto.

Las caracterfsticas del espectro de RMN'H (Espectro 14) sugi-

rieron una estructura estrechamente relacicnada con los com--—

puestos anteriores. Este espectro mostx$, sefiales para:

A} Seis metilos angulares (6 0.72, 6.81, 0.91, 1.03)

B) Un metilo secundario (5 0.87)

C) Un hidroxilo a §5.20 gue desaparece al equilibrar el espec
tro con D20.

Los principales fragmentos observados en el espectro de masas

(Espectro 15) confirmaron cque el compuesto era también un tri

terpeno del tipo friedelano.El i6n molecular se observd a m/z

456, y la presencia del i6n m/z. 411 (fragmento A de la figu-
ra 4) proporcion6 una evidencia adicional de la presencia del



TABLA 1&.

CONSTANTES FISICAS Y ESPECTROSCOPICAS DEL ACIDO CANOFILICO

PUNTQ DE FUSION
FORMULA MOLECULAR

IR (kBr) , comt
(ESPECTRO 13)

EMIE m/z (%)
{ESPECTRO 15)

RMN 'H
(80MHZ,CDCY,)
(ESPECTRO 14}

317°C

Cao Hauls

3440
2928
1710
1450
1385

456 M3 (1], 412(1)
371(1), 303(1)
273(6), 235(2)
231(¢5), 155(4d)
109(33),107(33)
55(100.

0.71
0.81
0.87
0.9
1,03

{34,8)
(6K,8)
{3H,d,J=7Hz, H~23)
(31,8)
(6H,5)

2.15-2.51 {34, m,H-2,H-4)

5.20

{1H,5)

ESTRUCTURA

“9s



. MICRONS

f]',ii'

ESPECTRO 13

g E 3 T H
00 1800 1400 1200 00 500 600 400 29
000 2000 2000 !N'AVIN\JNIIR temsty 1o
st pJ 2] pledodr  Jsoven __E Oz scan X1 smoLe s KtmanKs.
cone sur _ud To. sPeio.
. CILL PATH OPLAATOR ORD, fxp.
Q“Lu W, [meremece [ oure neousr
ORICIN PERKIN-ELMER LITATTYN s -

LS



SRR R,
fEin

s e R 35 BRI

e e e S

ST oo et
RN h atn ey o oi e iy
e == SRR S

=




59,

grupo carbébxile en la molécula.
Asf mismo el i6n m/z 273 indicé que los anillos A,B y C eran
idénticos a los de los productos 9, i0 y 11.

Mvsrape of 4.374 to 5.50E mia. Fram RACHELZ2.D
b 1B

BCRLED
96
20
Prs
a6
507
-

204

20
! ESPECTRO 15
0

o ’

100 200 ang AR0 S

Por analoqgfa con los compuestos anteriores cra factible prede-
cir a priori qgue el grupe carbdxilo de 12 molécula establa ubi
cado en C-28.

La oxidaciGn.del aldehido con KMnO.« - atetcna (parte 3.8.2) per
miti6 confirmar la anteriox propuesta, ya que el producto de
oxidacion resulté idéntico al Scido natural. Este constituye el
sequndo repoerte del Acido Canofflico como producto natural: pre
viamente ¢l Acido habia sido aislade de la planta €Calophyl lum
inophyllumLinn. {Govindachari,et al,1967).



TABLA 17. CONSTANTES FISICAS Y ESPECTROSCOPICAS DEL METIL ESTER DEL ACIDO CANOFILICO 12a

PUNTO DE FUSION

FORMULA MOLECULAR

IR (KBr) jCm™t

{ESPECTRO 16)

RMN"“H
(80 MHz. s CDCL 4)
{ESPECTRO 18)

222~224°C

C31H500;

2300
2850
1750
1620
1377

0,72(9H,s)

0.87(3H,s)
0.88(3H,d,J=7Hz H-23}
0.98(3H,s)

10.6(3H,8)
2,23-2,43(3H,m,H~-2,H~4)
3,65(3H,19)

ESTRUCTURA
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4.2 CARACTERIZACION DE TRANS-1,4-POLI (ISOPRENQ)

Durante la preparacién de la muestra de la corteza de Hippo -
cratea excelsa para su estudio quimico preliminar, sc obser-
v6é que esta contenfa una buena cantidad de un material elistico,
por lo que se procedis a investigar un método adecuado para
su extracclbén selectiva y posterior purificacién .
Se probaron varios sistemas de extraccién; inicialmnte, se rea
1liz6 una maceracifn con hexano y en este caso se obtuvo una pe
lfcula eldstica amarillo naranja pero en poca cantidad; poste-
riormente , se ensayb una extraccifn ¢on metanol y otra con —-
cloroformo; en el primer caso el extracto no mostr6 la tenden--
cia de forxrmar la pelicula plistica ; en el segundo si se obtu-
vo una pelfcula de color amarillo y eén mayor cantidad que en -
el caso de la extraccidn con hexano .
Despfies de observar los resultados anteriores se decidif tratar
de optimizar el m&todo de extraccibn ,ya que a pesar de haber
obtenido el material eldstico en las meceraciones con hexano y
cloroformo, el resfduo obtenido, no presentaba buen grado de -
pureza.
Entonces, para optimizar el m&todd de obtencifn se realizaron
tres extracciones en forma sucesiva sobre una misma muestra y
los disolventes utilizados en orden de extracci6nfueron: hexa-
no, metanol y finalmente cloroformo;mediante este proceso sc
logrS obtener el material plistico con un excelente grado de
pureza y <on un rendimiento del 3.3%. Al repetir el mismo pro-
ceso pero utilizando el cloroformo a una temperatura de 61-62°C
{P.eb.), el rendimiento se incrementd notablemente hasta un --
1l,0%.
Los rendimientos obtenidos de acuerdo al disolwvente utilizado
para la extraccifn se muestran en la Tabla 18. El material --
pldstico obtenido presentaba color blanco y era soluble en clg
raforme, toluens , benceno y hexano, pero insoluble en acetato
de etilo, ectanol y metanol.



TABLA 18 RENDIMIENTO DE TRANS-1,4-POLI (ISOPRENO)UTILIZANDO DIFE-
RENTES DISOLVENTES DE EXTRACCION

DISOLVENTE RENDIMIENTO (%)
A) HEXANO 1.2
B) CLOROFORMO 6.6
C) CLOROFORMO PREVIA EXTRACCION
CON HEXANO Y METANOL 3.3
D) CLOROF'ORMO A 61-61°C PREVIA
EXTRACCION CON HEXANO Y METANOL 11.0 (RENDIMIENTO
DE A+ B )

Las constantes fisicas y espectroscbpicas utilizadas para la ca-
racterizaci®n del material plistico se muestran en la Tabla 20.
Su espectro de IR (Espectro 19) mostrd bandas de estiramiento
para C-H a 3060 y 2980 cm—1 y banda de estiramiento para C=C a
1670 cm~1, estas absorciones sugirieron la naturaleza oleffnica
del compuesto.

El espectro RMN'H (Espectro 20)presenté las siguientes caracte-
risticas: a ¢ 5.02 se observd un multiplete tipico para un pro-
t6n olefinico; a & 2.02 se encontraba un singulete atribuible

a un metileno unido a un carbone de tipo oleffnico,y por Gltimo
a & 1.62 se observs una sefal simple asignable a un metilo unido
tambien a un carb6n olefinico ., La integracifn de cada una de es
tas sefiales indicé que cada uno de los tres tipos de protones
presentes en la molécula se encontraban en una proporcibn 1:4:3,
respectivamente.

La ausencia de bandas de absorecifn para otros grupos funcionales
cn los espectros de IR y RMN'H indicé la naturaleza hidrocarbona
da del compucsto .

La informacién previa eh conjunto con la apariencia del material
obtenido, sugirieron en principio el cardcter polimérico del mis
mo, y mis concretamente su naturaleza poliisoprénica.
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TABLA 20. CONSTANTES FISICAS Y ESPECTROSCOPICAS DEL TRANS-1,4-POLI{ISOPRENO}

DENSIDAD 0.9400 g/ml ESTRUCTURA

TEMPERATURA DE
DESCOMPOSICION 430°c

PESO MOLECULAR 5.3 x 105

TEMPERATURA DE TRANSICION

CRISTALINA 71°¢

IR. (KBr,cm-1) 3060,2980,2920,

(ESPECRO 19) 2580,1670,1450,
1380,890,870,
800.

RMN 'H ,

(BOM’HZ,CDCIJ) 1.62(S,=c-c;{3)

2.20(sa,-CH ,~C=)

[y
5,02 (m,-IC=C-H)
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La banda de absorcién a 1670cm-' en el espectro de IR (Binder
y Ransw, 1957} y la resonancia a § 5.02 en el espectro de -
RMN'H sugirieion que el poliisopreno correspondfa al tipo de
la guta, es decir a un Trans Polif{isopreno); si el polimero

correspondicie al del caucho el estiramiepnto C=C se hubie-
se ocbservado a 1660 cm-', y la resonancia correspondiente al
grupo metilo estarfa desplazada paramagnéticamente a §1.69.
En la Tabla 21 se especifican en forma comparativa los despla
zamientos quimicos previamente descritos para el Trans Poli-
{isopreno), el Cis Polilisopreno} y los observados para el
polimero aislado de la planta (Chen, 1962; Buchanan,et al, 1978:
Golub, et al, 1962)

TABLA 19 DESPLAZAMIENTOS QUIMICOS PARA EL CIS POLI (ISOPRENO)

EL TRANS POLI (ISOPRENO) Y PARA EL POLIMERO OBTENIDO
DE LA CORTEZA DE Hippocratea excelsa.

TIFO DE PROTON & GIS 6 TRANS & DEL POLIMERO AISLADO
- CHy 1.69 1.62 1.60
= CHy= 2.0 2.0 2.0
= cH- 5.0 5.0 5.0

El andlisis térmico diferencial, realizado bajo atmbsfera de
nitrégeno,a una velocidad de calentamientc de L0°K/min,arroid
los siguientes resultados:

A) Temperatura para la transicibn cristalina {Tg):71° [Lj.t;. -
Tg = 73°, { Gent,1965].

B} Temperatura para la fusib6n: 40°C (Forma 4 )

C} Temperatura de descomposicién: 430°C

La densidad fué obtenida por picnometrfa,obteniéndese un valor

de 0.9400 g/cc (ASTM, 1979) .



Finalmente, el peso molecular promedia (M) fué determinado por
cromatograffa de permeacifn en gel (C.P.G.} obteniendose un va

lor promedio de 5.3 x 10° (el grado de dispersifin calculada

fué de 1.3 ).Pxeviamente se han aislado otros polimercs natuxa-
les de H muy semejantes (Hager, et al 1379},
En base a la informacibn previa se concluybé ireguivocamente que

el material el&stico obtenido correspondia a un polimerc del -
tipo de la guta.

ESTh 1‘5‘3 mm;w

kB
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CONCLUS10ONES

21 estudio fitoquimico preliminar de la corteza de Hippocratea
excelsa H.B.K., objetivo fundamental del presente trabajo,
resultS en el aislamiento y la identificaci6én de seis metabo-
litos de origen mevilonico. Cuatro de ellos resultaron tri-
terpenos pentacfclicos del tipe friedelano: la Friedelina 2,
canofilol 11, Canofilal 10 y el Acido Canoffiico 12. El quin~
to result6 el comGn esterol, B-Sitosterol 13 y finalmente el
Gltimo fu€ caracterizado como un poaliisopreno ,de peso molecular
promedio 5.3 X 105, del tipo de la guta.

Tambifn este trabajo permitif el aislamiento de 7 compuestos
adicionales cuya caracterizacifn y evaluaci6n bilolégica cons-—
tituye uno de los objetivos de otra propuesta de tesis.

Los triterpenos pentacfclicos con esqueleto del tipo friedela-~
no constituyen metabolitos secundarios caracteristicos de la
familia Celestraceae, estrechamente relacionada con la familia
Hippocrateaceae. Sin embargo, todos los friedelanos aislados
previamente del género Hippocratea son del tipo Pristimerina,
es decir 1, 3~dicetonas como el compuesto 3 (Figura 1); por lo
tanto los compuestos triterpénicos aislados en este estudio
constituyen nuevos metabolitos para el género Hippocratea,
Cabe hacer notar que los friedelanos aislados difileren unica-~

"mente en el grado de oxidaci6én del carbono en la posici6n 28

Y gue su coexistencia es de importancia biogené&tica. Facil-
mente se puede especular que la Friedelina es el precursor
inmediato del alcohol 11 el cual a s5u vez POX sucesivas oxi-
daciones se transforma primero en el aldehido 10 y finalmente
en el fcido 12.

El presente reporte constituye el primer caso de la obtencisn
de Trans Poli (isopreno} a partir de un miembro de la familia
Hippocrateaceae, y ain es prematuro indicar si la presencia

en gran cantidad del polimero es de importancia guimiotax6no-
mica, como ha sido el caso en otras familias (Buchanan,et al,
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1979) .

El alto contenido de guta en Hippocratea excelsa es mayor al

contenido de ¢caucho en Phartenjum argentatum ({guayule) y al
contenido de guta en otras especies {Archer, Audley, 1975;
Buchanan, et al, 1978, 1979}, por lo tanto esta planta puede
ser considerada como una fuente potencial prdctica de guta.

La presencia de Friedelina en esta planta podrfa estar corre
laciecnada con la actividad insecticida que se le atribuye a
la misma, ya que previamente Abbassy £t al demostrarxon }2
vitro la actividad antialimentaria del triterpeno (Abbassy,
et al, 1977).

La Friedelina y compuestos relacionados han sido considera-
dos para el tratamiento de cincer de ureter, convulsiones,
inflamaciones, filceras de la piel, inflamaciones de origen
reumitico, fiebre y disentexfa (Briining, Wagner, 1978).

L.a existencia entonces de estos compuestos en la "cancerina"
pedria explicar algunas de sus propiedades medicinales.
Finalmente, el alto contenido de Trans Poli (isoprenc) en la
corteza de la planta podria estar relacionado con su uso co-
mo agente antiulcérico. Posiblemente el polimero actGa como
una pelicula protectora en el tracto gastrointestinal. En
este sentido, cabe hacer notar, que el polimero es extraido
al preparar una infusidn o una decoccidn acuosa tal como-se
utiliza la planta en la medicina popular.



1.
2,

RECOMENDACIONES

Proseguir el estudioc fitoguimico de la planta.
Caracterizax y evaluar bilolSgicamente los 7 compuestos
aislados del extracto de acetato de etilo, rasultante de
la particién del extracto metanflico.

optimizar el método para la obtencién del YTrans Poli({iso-
preno},

Estudiar la distribucién del polfmero en la planta comple
ta.

Como comentario final es ipportante hacer notar gue debi-
do a su eficiente actividad curativa, esta especie esti a
punto de ser extinguida en algunas zonas del centro y sur
de México, por lo que sexia recomendable garantizar su pre
servacifn y propagacién en el territorio Nacional.
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APENDICE

La toxicidad de los compuestos: Canofilal 21, Canofilel 22 y
Acido Canofflico 24 para Artemia salina fue determinada a con-
centraciones de 100,10, ¥ 1 ppm. Ringuno de los compuestos re=
' sulto activo a las concentraciones indicadas .

Sin embargo,considerando gque la Friedelina presenta actividad
insecticida y que el ensayo antes indicado se usa como prueba

preliminar para la busqueda de agentes agroquimicos , seria

deseable evaluar los compuestos a una mayor concentracibn.
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