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INTRODUCCION

La Sierra Norte de Puebla constituye sin duda un importante potencial de flora
regional. Algunos nativos de la zona (chamanes,curanderos,etc.), saben muchd
acerca de la vegetacion que les rodea, de su dindmica, de su relacién con
factores ambientales y de su valor indicador en cuanto a posibles
aprovechamientos. Estos conocimientos acerca de las plantas medicinales son
empiricos y muy antiguos.

Sin embargo, el desarrollo actual del pais requiere conocimientos mas exe‘lcto‘s
acerca de los recursos naturales disponibles y uno de éstos recursos es
precisamente la cubierta vegetal.

No es sino en afios mas recientes cuando se nota en México un despliegue de
esfuerzos dedicados a estudiar su vegetacion en forma sistematica, con la
utilizacién de varios precedimientos tales como la identificacion botanica, el
aislamiento de constituyentes puros bioldgicamente activos, responsables de fas
propiedades de plantas medicinales, asi como el estudio del modo de accién de
éstos, su’s efectos colaterales, toxicidad, etc.

Debe mencionarse que las plantas pueden contener cientos de constituyentes
diferentes y entre éstos un compuesto simple (o una serie de sustancias
estrechamente relacionadas), es responsable de las propiedadesvbiolégipas_::

observadas en extractos crudos.



Por ello, el objetivo principal de este trabajo fué el de integrar los conocimientos
quimicos, biolégicos y de utilizacion del Sambucus mexicana, planta medicinal de
la Sierra Norte de Puebla, mediante el aislamiento y caracterizacion de los
posibles principios activos (cuya elucidacion estructural se obtuvo a partir de una
metodologla espectral corrientemente disponible), y estimar si el patréon de
utilizacién por las etnias en las regiones estudiadas (Zoatecpan, Nauzontla y
Pahuatlan), dada en forma empirica, coincide con la actividad biolégica de las
sustancias y extractos obtenidos.

Asi mismo, como prbpbsi\o adicional esta el sefalar lo insuficiente que resuita
nuestro conocimiento acerca de la vegetacion del pais, razén por la cual es
necesario estimar un mayor ntimero de estudios de este tipo como guia para

asignar prioridades de seleccion de todas aquellas especies con mayor

potencialidad de ser evaluadas en su actividad biolégica. En la medida en que -~ -

éstos conocimientos se difundan entre la poblacion se alcanzara un"rhaybr;'-

aprovechamiento de los recursos naturales,

En ese sentido, las plantas medicinales de México pueden ofrecer una clara yk. - il

econdémica solucién a transtornos de salud comunes, apoyados desde Iuego en )

bases cientificas estrictas.



1.GENERALIDADES

En las ultimas décadas ha habido un interés creciente en sustancias de origen
vegetal y los compuestos organicos aislados de estas han sido usados en la cura de
enfermedades, de tai manera que el consumo de plantas medicinales ha sido casi
del doble en paises industrializados del Oeste de Europa, donde las sustancias
derivadas de plantas superiores constituyen aproximadamente el 25% He las
medicinas prescritas (8,12). Esta es una de las razones por la cual se estudio el
Sambucus mexicana, planta medicinal de gran arraigo popular en la Sierra Norte de
Puebla.
La clasificacién taxondémica de la especie se detalla a continuacién segan
Conquis,Takhtajan y Zimmerman (14):
DIVISION : magnoliophyta
SUBDIVISION: angiospermas
CLASE : magnoliatae (dicotyledonea)
SUBCLASE: asteridae
SUPERORDEN : /amianae
ORDEN: rubiales (dipsacales)
FAMILIA: caprifoliace
GENERO: sambucus

ESPECIE: mexicana -~



1.1 DESCRIPCION DE LA FAMILIA,

La familia Caprifoliacea comprend;e trece géneros, entre ellos estan: Sémbucus,
Lonicera, Adoxa, Viburnum, Symphicarpus, Dipelta, Abelia, Linnacea, Kolkwitza,
Diervilla,Leycesteria,efc; cuenta con una gran riqueza de especies (400) . En el Valle
de México existen cuatro géneros con varias especies, ya que a algunas se les
atribuyen propiedades curativas, lo cual ha despertado el interés en materia de
investigacién Fitoquimica (19). ‘

La familia esta distribuida ampliamente en el hemisferio boreal, Este de Asia y muy
poco en Sudamérica y Nueva Zelanda (3). Se le encuentra en un tipo de vegetacion
muy especial conocido como bosque mesofilo de montafia, entre 2,500 y 2,800 m de
altitud en sitios protegidos de insolacion fuerte y de los vientos, donde la
precipitacién media anual excede de 1,000 mm y la temperatura en promedio anual
varia de 12 a 14 °C. Los suelos son por lo general profundos, ricos en matertia
orgdanica y himedos durante todo o casi todo el afio. El bosque mide de 10225 m
de altura, es denso y la mayoria de

sus componentes son de hoja perenne y aunque algunos son cadqcifolios.'la

comunidad es verde en toda época del afio.

Las especies predominantes varian de un lugar a otro pero prevalecen espemes‘: S

tales como:Sambucus mexicana, Vibornum stenocalyx, Abies re//g/osa y olras (2 :

La familia de las Caprifoliaceas se caracteriza por tener e} ovario lnrero Tl o

hojas constantemente opuestas y flores letrémeras <] penlémeras ora radlada ora"; o

dorslventrales o as:mélncas €n cuyo caso suelen contener un numero reducldo de

estambres y de carpelos

o



En las Caprifoliaceas, plantas lefosas que suelen carecer de estipulas, encontramos
unas veces flores radiadas u otras veces flores dorsiventrales. Por lo regular tienen
ovario trilocular o bilocutar, en las madreselvas (Lonicera), los frutos son bayas,
oligospermas, soldadas de dos en dos (bayas dobles), en el Sauco (Sambucus), las
drupas tienen tres huesos (monospermas). El Sauco y los Viburnum tienen flores
radiadas, reunidas en pleocasios corimbiliformes (21). En el cuadro 1a se muestran

algunas caracteristicas morfoldgicas de la familia segun la especie.

CUADRO 1a. Descripcién de la familia Caprifoliacea (6).

Capr%llacea Especie
°hojas simples, enteras y | Linnacea, Viburnum,
delgadas Lonicera

%hojas compuestas por | Adoxa, Sambucus
tallos diferenciados

1.2. DESCRIPCION DEL GENERO.

Sambucus es un género ampliamente distribuido en México, ya que se localiza en el
Valle de Mexico,Orizaba,Puebla y Sonora, especialmente cultivada. También se
conoce en el Este de Texas, Sur de California, América Central,Europa y Asia,
donde se sabe de la existencia de cerca de 350 especies diferentes.

A continuacitn se muestran los caracteres mas representativos del género:

Es un arbusto o arbol de corteza suave, gris y escamosa,que crece hésté 4 ‘m..Sus o

ramas son largas y quebradizas llenas de abundante médula. Las,ﬁojés'_soﬁ; :



grandes, compuestas de unas cinco hojuelas pinnadas, medianas, lanceoladas o
aovaladas, de 5 a 15 cm de largo por 2 a 4 cm de ancho. Flores pequerias, blancas,
densamente dispuestas en influorescencias cimosas o aplanadas.

Su olor es intenso y agradable, los frutos son dulces y carnosos, pequefios casi
negros, de unos 3 a 6 cm de diametro (14,16).

En el cuadro 1b se muestran los caracteres morfoldgicos de algunas especies de
Sambucus. .

CUADRO Ib. Descripcion de algunas especies de Sambucus (6).

Descripcién E;pecle y Nombre Comuan

%Planta herbacea, estipulas anchas y | S.ebulus (yezgo,matapulgas)
verdes, hojas con olor a almendra
amarga.Frutos negros, yermos flores
blancas o rojizas.

°Flores dispuestas en una especie de | S.racernosa(Sauco rojo)
racimo compuesto, sobre distintos planos
y de aparicién interior o simultanea a las
hojas, fruto maduro rojo

Flores blanquecinas o amarilias.

°Arbusto o palo de madera suave, hojas | S. mexicana(Sauco)
compuestas,flores pequefias y blancas, BRI
fruto negro

sArbol 6 arbusto, estipulas pequefias o no | S. nigra(Sauco)
desarrolladas.Flores dispuestas en una B
especie de corimbo que se abren casi en
un mismo plano, y aparecen antes de las
hojas, fruto maduso negro. Flores
blancas.




1.3. USOS DE SAMBUCUS.

Los del Sambucus han sido tantos, que el hombre extendié este

arbusto por gran parte del globo. Su cultivo, prc para ap
fruto como alimenticio, se remonta a los tiempos neoliticos. Los espaiioles lo
flevaron al Nuevo Mundo, donde se halla aclimatado en numerosos paises. Incluso

en las alturas de los Andes donde el clima es favorable a diversas plantas europeas

9).

En el cuadro 1c pueden observarse varios usos de alguna especiesdeSambucus

CUADRO 1c. Especies y usos comunes de Sambucus (20).

Especis Lugar Uso Popular Nombre Coman
S. simpsonii | Cuba y | planta para fines medicinales, | -
Oominicana resfriado y frios, como té
A México, Colombia hierba para {a tos, diarrea, calentura, | Sauco
mexicana infecciones, quemaduras. La flor es | Sauco blanco
usada como bebida medicinal,
S. oredpola Guatemala Las flores se hierven en agua y la | salco
infusién alivia catarro y frios.
8. australis Argentina el fruto es comunmente usado para | seco
{a fabricacién de vino
S.  mexicana | Colombia usado para catarro y gripe sauco
Var bipir
S. p Bolivia se usa la infusién para sudar sauco
S China medicina -
Sleboldiana
S. williamsii China sukinshy,usado para curar
torceduras
S. racemosa__ | China purgativo shan sinku oniu [a shin
S. wightiana Kashmir los nativos lo llaman fruto venenoso, | -
pero es comestible.
S. nigra Gracia enf. il y
enf.. sis. i
diarrea, disenterle, diurético, laxante.
S. abulus italia en cataplasma contra reumatismo Ebblo fetente
— m— — UL




Las flores de las especies mexicanas son muy usadas y se presume que tienen
propiedades analogas a las de la especie europea. Algunos autores mencionan que
las hojas son anodinas y algo purgantes, y que promueven el sudor, la orina y el
menstruo. Afaden que las bayas son venenosas para las gallinas. Como diurético y
expectorante se recomienda el cocimiento de un pufiado de flores en 180 g de agua,
en dos tomas calientes (14).

Las plantas que han sido usadas en medicina tradicional estan mas encaminadas a
obtener principios farmacoldgicamente activos,de ahi el interés particular sobre la
especie Sambucus mexicana (Sauco),de uso potencial en el tratamiento de diversos
trastornos por los habitantes de la Sierra Norte de Puebla aunque dicho uso no es
exclusivo de esta zona puesto que se encuentra ampliamente difundido a lo largo de
toda la Republica Mexicana y la asignaciéon de nombres comunes es especifico del

lugar y del dialecto predominante segiin se observa en el cuadro 1d.



CUADRO 1d. Nombres comunes de la especie S»»aymbucus mexicana (14).

NOMBRE LENGUA LUGAR
anshiquel tojolobal Nte,Comitan
Chiapas

azumiatl bishumi - Veracruz

yaga 2ulaque zapoteca Oaxaca

cundumbu tarasca Michoacan

coyapal zoque Chiapas

nittxirza otomi Hidalgo

tzirza otomi Hidalgo

ocoquihui - Chiapas Tapalapa

sauco - region central del

pais

shauc - Tuxtla Gutiérrez
N Chiapas

tsolos-ché maya Yucatan

tokxihua totonaca Nte. de Puebla

xiicsh mixtec Oaxaca

xémet azteca Sierra Nte. Puebla

xometl azteca México

yah-cuio cuicatlaca QOaxaca

yutnucate mixteca Qaxaca

El Sauco florece en abril en tierra baja,durante todo el mes de mayo. Sin embargo,
en las montafias puede llevar un mes de retraso si no mas. Se cria de preferencia
en los setos y ribazos de casi todo el pais, mayormente en la mitad septentrional, o
bien, se encuentra frecuentemente en vegetacion secundaria de bosques deciduos y ’
encinares de hojas pequefas o blandas de las tierras templadas (9).

Es una planta muy comuin, de cultivo frecuente. A veces esta sembrado come un
cerco vivo, o bien, en las partes frescas de las tierras calientes (4).

En nuestro pals se utilizan de preferencia las flores de sauco, que se recole_ctan en

primavera, durante el mes de mayo en tierra baja, y en junio en las montafas y .




tierras del Norte. Las hojas se cortan preferencialmente con un afio de antigbedad,
también en mayo, La corleza es mejor arrancarla durante la otofiada, escogiendo
ramas de un par de afios y quitando de ellas la parte externa, ya sea pelandolas o
raspandolas hasta que salga lo tierno y vivo, que es de color verdoso de su interior,
lo cual se separa y se deseca. Los frutos se colectan, asimismo a fines de verano o

en otoilo, segln las localidades y se saca el jugo cuando se acaban de colectar (9).

1.4. COMPOSICION QUIMICA.

En cuanto a composicién, la flor de sauco posee pequefias cantidades de una
esencia de consistencia mantecosa, colina, materias tanicas y resinas, azlcar,
mucilago y la Ifamada eldrina, que no es sino rutina, asi como los acidos malico,
valerianico y tartarico y un glucésido nitrilico. En las hojas se encuentra otro
nuctedsido, la sambunigrina, que mediante un fermento parecido a la emulsina
produce glucosa, aldehido bencilico y una cantidad de acido cianhidrico de unos 10
mg por cada 100 mg de hojas frescas. Se ha hallado un alcaloide, la sambusina,
semejante a la coniina.

En la corteza existe también el mismo alcaloide de las hojas, la sambusina y la
fitosterina, 4acido resinico, flobateno, materias ténicas. los acidos estéarico y
miristico. k

Los frutos contienen alrededor de un 80% de agua, pentosanas, azicar in've:rltl'db, un<

poco de aceite de sauco, protelnas, acido malico,etc (15).



En el cuadro 1e se agrupan algunos resultados de estudios fitoquimicos de varias

especles de Sambucus. Asimismo, en el cuadro 1f se detallan algunas actividad
biolégicas que se han observado en las mismas.
CUADRO 1e.Estudio Fitoquimico de alg pecies de Samb

Especie

Componentes

8. formosa (52)

palmitato de a-amirina, palmitato de B-amirina,
sitosterol (hojas frescas).

S.ebulus (56) glicésidos iridoides, 6-o-aposilebulésido y7,7-0-
dihidroebulésido, &D-glucoplranosll -8-hidroxi-2,6-
dimetiloct-2-enoato, i id libres.

S. ceruela acido abcisico( iltas)

S. nigra (59,57,56,40,45,36) (flores, ites y iltas ), acido élico, ac.

oleanoico,y a-amirina, esteroles, 0.011%,

esteroles libres , acidos grasos, glicdsidos,

sambicianina, disacdrido sambiosa, cianidol

glucésido, flavonaides totales, fiavonas libres,

gllcésldo de flavona, quercelol. kamferol.
)., Sitosterol, pesterol

na, ac 20-0Hurséllco isoquercitrina,ac. clorogé-

nico,fr inos.ac. valérico, ¢

ac. caprifélico.

S. racemosa (63)

ac.betélico, betonina,a-amirina, B-sitosteral,
alcohol ceril, n-nonaicociano

S. canadensis (41)

Hojas secas alcanos n-nonacosano y n-
hentri o} ol

terol, palmitato de o y p-ammna. ac, urséhco, ac.
oleandlico,ac. araquidénico, ac. baldrianico,
CHOS, carotenos, fibra, glicina, ac, linoleico, ac.
linolénico, moronisido, niacina, ac. palmitico,ac.
pantotélico, ac. estearico




CUADRO 1f. Actividad biolégica .

"Actividad biologica i Vive o in Vitro

Especie

S. ebulus (67) Inhibicién de SNC en anil de d iréti i de
presién en sangre, I de A1,0y8B.
holas, bayas y ramas tienen efecto en la reg de

lo cual promueve el recrecimiento del cabello.

S.nigra (29,58,69,34)

in vitro. relsjacion de [a actividad mo(ori en ileo aislado de rata y reduccion

del tono A de la corteza producen

bios en la acti motora en mu liso de dtero de rata induciendo
contraccién durante el periodo de estro. En un estudlo efectuado scbre (os
factores de i en di se que las

fitohemagiutininas de S. fusron particularmente activas con eritrocitos de
paloma dicha actividad indica un carécter glicoproteico de las aglutininas de
estas plantas .

In vivo. induce crecimianto hiperpidstico en intestino delgado en ratas.

S. abubis (55)

Las hojas tienen efecto laxativo en gatos y ratas, las antocianinas {glucasidos
antocidnicos) provenientes de! extracto con etanol ejercen una accién
vasodilatadora en corazén aislado de conejo, asl como un efecto sedativo
cuando se administran vla [V, una ligera hlpotenslbn y un decremento en la

ia, ademas, lar en ratas
deficientes en vitamina P

8. forzosa (50)

Sambuculina A, paimHato de a- y B -amirina y ac. oleanoico, componenteas
de las hojas, exhiben fuerte actividad anbhepalo(éxlc& ademas de ejercer un

efecto protectivo cuando los como

productos de benzoilacion.

Aunque se rsquleren estudios posteriores , ¢! hecho de que los productos de
un on el tiempo de

sedacién culndo sa administra pemobnmltal sugiere que ejerce cierta
actividad siva sobre SNC.

S. chinensis (68)

El ac. urstlico, principal componente, puede reducir ei nivel de alanina
aminotransferasa en suero da ratones.

'S, mexicana (27)

extractos de metanol, acetons o n-h han i

b isl contra tales como E. coli. S.
antentidis, S. flexner.
Ademas ejercen un didmetro de inhibicion de 6.85+- 0.54 y 14.10+-2.06 mm
contra P inosa y S. tipht,
Una infusién al 10% que equivale @ una dosis de 1 g/kg muestra actividad
diurética en ratas ademas, causa un incremento en la excresion de ac. Grico y
baja excresién de electrdlitos lo cual indica su posible uso en pacientes
cardlacos,ya que como es sabido, el agotamiento de K* en caso de una
elevada excresion, puede reducir la contractibilidad e incrementar la

deficlencia cardiaca




1.5 METABOLITOS PRIMARIOS VS, METABOLITOS SECUNDARIOS.

Los compuestos organicos de fuentes naturales forman un gran grupo conocido
como productos naturales o metabolitos secundarios

El estudio del metabolismo implica una comprensién detallada de los procesos
involucrados que comienzan con reacciones catalizadas por enzimas, como la
fotosintesis en hojas y diversos compuestos llamados metabolitos primarios, por
ejemplo aminoacidos, acetilcoenzima A, acido rﬁevalénico. aztcares y nucleotidos.
E! medio energético involucrado en el metabolismo es la coenzima
adenosintrifosfato (ATP), la cual sirve como un liberador comun de energia y como
catalizador de diversas reacciones enzimaticas.

Este intrincado camino de reacciones bioquimicas esta referido al metabolismo
primario.

Los metabolitos secundarios, sin embargo, se distinguen mas precisamente de los
primarios por el siguiente criterio:éstos tienen una restringida distribucion, siendo
encontrados so6lo en plantas y microorganismos y frecuentemente son
caracteristicos de un género o especie individual ademas, se forman mediante.
caminos especializados generados a partir de las vias metabdlicas primarias. Los
metabolitos primarios, por contraste, tienen una amplia distribucion en los
organismos vivientes y estan intimamente involucrados en los procesos esenciales
para la vida.

Asi, algunos aminoacidos, acetilcoenzima A, acido mevaldnico e Intermediarios.
participan en la biosintesis de los metabolitos secundarios. De ahi la importancia de ;

tratar varios aspectos relacionados con su biosintesis (12).. " -



Los metabolitos secundarios encontrados en la especie analizada en este trabajo,
fueron del grupo de los triterpenos pentaciclicos. Este tipo de compuestos provienen

de la ruta sintética del acido mevaldnico, como se muestra mas adelante.

1.6. TERPENOS.

Un enorme rango de sustancias presentes en las plantas, animales y
microorganismos estan constituidas por terpenos, un término usado para indicar a
todas aquellas sustancias que tienen en comun un origen biosintético, Los terpenos
estan formados por unidades repetitvas de isopren 4CH2=3C(5CH3)-
2CH='CH2,mediante una unién cabeza-cola, ideas que fueron encapsuladas en ia
llamada regla del isopreno, ia cual postula uniones de este tipo de manera regular.
Sin embargo, esta relacién terpeno-isopreno puede observarse en geraniol, o-
terpineol y a-cadineno, pero no asl en el caso de artemisa cetona o lanosterol, lo
que sugiere la existencia de grupos de terpenos cuyo esqueleto

puede verse allerado por adicion o pérdida de atomos de carbono, mezcla de uno o

mas enlaces cabeza-cola o bien fransposiciones en la molécula (12). S



1.6.1. CLASIFICACION Y BIOSINTESIS
Los terpenos se clasifican en base al nimero de unidades de isopreno segun se
observa en el cuadro 1g.

CUADRO1g.Productos naturales derivados de isopreno activo (13).

TN° unidades de | N°C Nombre 6 clase | Principales tipos
isopreno —
1 5 hemiterpenos isopreno,3,3dimetil

alilalcoholisopen-
tenol Detectado en

H. japonica.

2 10 monoterpenos aceitesesenciales,
p.ej.geraniol,timol,
iridoides.

3 15 it aceit iales:f

amesol,bisabolol,

{actonas:matricina,
: SR ac.abscisico

4. . . {20 diterpenos ac.diterpénicos en
- S I AR . resinasp.ej.ac.abigt

ico,giberetinas, vit

A

Sesterterpenos constituyentes de

extsfipldicos insa

ponificables,opig

. . . bolina, variabilina.

6 130 {riterp escualeno,triterpen
S - : os pentaciclicos

7 - |35 tetraterpenos carotenoides,xan

tofilos.

>8 nx5 politerpenos solanesol,spadiol,d
: olicolos.etc.

Todos los terpenos se originan de difosfato de isopentenilo (IPP), el cual es formado

a partir de acetilcoenzima A. Un importante intermediario es el dcido mevalénico. El

difosfato de isop ilo es una molécula activada la cual facilmente comprende




. manera cabeza-cola

sustitucion nucleofilica en el C-1 (cola) y sustitucion electroﬁlif:a en el doblye» gplace

(cabgzé). el q@allpu‘edeb tener una configuracion E6 Z. :
La pol‘i‘rﬁerlza;ién de| pirofosfato de isopentenilo (IPP) para la formacién de fosﬁtés .
dé ;ﬁ‘re;li‘I; ’ sé infcia con la isomerizacion de (IPP) a 3,3-pirofosfato de dimeiilalilo
{DMAPP). Postérlornente. una molécula de DMAPP puede condensar con PP de
para producir pirofosfato de geranilo (GPP). Este tipo de
reaccién puede repetirse por reacciones adicionales de! producto con IPP,

obteniéndose una serie de ésteres pirofosfato llamados prenilogos: GPP pirofosfato

de farnesilo (FPP)

pirofosfato de  geranilgeranilo(GGPP) y pirofosfato de

geranilfarnesilo (GFPP), lo que da origen a los diferentes terpenos (fig 1) (13).

Quimicamente los t?menos son solubles en lipidos y estan localizados en el

citoplasma de la célu
plantas con éter,clort
en silica gel o alumin;
Un considerable nur
plantas, entre éstas
crecimiento, como e
contribucién de los
involucrados en fotos
sesquiterpenos en lo
(aﬁq en estudio),ca
Finalmente debe m

hormonas sexuales g

jla de la planta. Normalmente son extraidos de tejidos de
;fonno.hexano,CHZClz' y pueden separarse por cromatografia -
a usando los mismos solventes .
mero de funciones han sido adscritas a los terpenos en las
se er;cuentra propiedades como factores reguladores de
n los sesquiterpenos(abscisinas) y diterpenos (giberelinas), fa
carotenos en el colorido de las plantas, terpenos con 40C
Intesis como pigmentos accesotios, la participacion de mono y
s olores de las plantas, [a interaccién entre plantas y animales
mo agentes de comunicacion y defensa en los insectos.
encionarse a ciertos terpenos no volatiles implicados como

n hongos (11,17).




Los triterpenos forman un gran grupo de sustancias naturales ampliamente
distribuidas en el reino vegetal, (probablemente alrededor de 500 triterpenos
naturales de estructura establecida). Un importante grupo, ei cual incluye el
lancsterol, es de origen animal (8).

Los triterpenos son incoloros, cristalinos, con altes puntos de fusion y son sustancias
opticamente activas, lo cual dificulta generalmente su caracterizacion debido a su
reactividad quimica (11,17). Debido a ello, proveen una excelente base experimental
para los principios de analisis conformacional y junto con los esteroides han jugado
una parte importante en la fundacién de la nueva Quimica Organica (8).

Una prueba de deteccion para ellos ampliamente usada es la de Liebermann-
Burchard, reaccion con anhidrido acético y H2S04 conc., fa cual produce un color

azul verdoso con triterpenos y esteroides.

1.6.2.FORMACION DE TRITERPENOS PENTACICLICOS.

Ademas de los triterpenos alifaticos (farnesilo,etc.), los representantes ciclicos de
este grupo de productos secundarios aparecen en un gran niumero de
microorgaﬁismos.

Los mas importantes y ampliamente distribuidos triterpe]nos’ son los compuestos.

pentaciclicos. Estos han sido encontrados en -p_l_antaé tan primitivas como

Sphagsidos (17).

Los triterpenos pentaclcllcos se dlviden en res s grupos pnnmpales el del ursano e
y eI del Iupeol

(fig 2).




FIG. I. ANILLOS BASICOS DE TRITERPENOS PENTACICLICOS " {11,16.17)

G-AMIRINAR=Me) .- -
Ac URSOLICO(R=COOH)

ﬂ-AMIRINA (R=Me)
- AC. OLEANOICO (R-COOH

‘subgrupo del Iupeol se’ caractenzan por poseer cuatro anlllos de sels miembros y-

" uno de cinco (17 11 18)




Todos los miembros conacidos del primer y segundo subgrupo tienen un C-3
oxigenado, usualmer;te como alcohol o cetona. Ellos son distinguidos de cada uno
por insaturaciones, grupos hidroxilo adicionales y frecuentemente grupos carboxilo.
Las diferencias estereoquimicas también juegan un papel importante en este grupo

7.

SUBGRUPO DEL URSANO (o-amirina). La a—émirina C30H500 p.f.186 °C es el
principal constituyente del latex del arbol Brosium galadendron, las sustancias con
este esqueleto son menos frecuentes en fa naturaleza que las del subgrupo de la p-

amirina.

SUBGRUPO DEL OLEANANO (B-amirina). La p-amirina C3gHs00 p.f. 199-200 °C,
se obtuvo junto con la a-amirina de la brea de manila Canarium luzonicum. Muchos
triterpenos pentaciclicos con este esqueleto se han encontrado en cactdceas que
usualmente se hallan en forma de glicésidos, por io que es necesario efectuar una
hidrélisis dcida para eliminar los aztcares a los que estan unidos. Los triterpenos
una vez libres, se separan en forma de acidos y sales (18).

Estos triterpenos pentaciclicos cuya estructura es del tipo a- y‘B-amirina tienen
como derivados los acidos ursélico y oleandlico. Estos compuestos se encuentran

principalmente en la cubierta de las hojas. en frutos como manzanas o peras donde

quizds ejercen una funcién protectora omo epelente de Insectos o contra el

slnas y lalex en los |




Todos los tipos de triterpenos ciclicos se originan de escualeno.Este, aisfado por
primera vez del aceite de higado de tiburén, puede considerarse con una

estructura formada por dos unidades de farnesol. Debido a esto se tiene en la parte
central de la molécula una unién irregular de isopreno. donde los gruﬁos famesilo
del escualeno se encuentran en posicion trans, unidos cola a cola . Este triterpenc
es de gran importancia bioldgica por ser el precursor de los demds triterpenos y
esteroides (18).

Durante el proceso de biosintesis interviene un intermediario, el pirofosfato de
preescualeno ;cuya formacién se detalla en la figura 3. La biosintesis de éste sigue
eventualmente la sintesis de pirofosfato de chisantemilo.

El doble enlace en posicién 2,3 de una molécula de pirofosfato de farnesilo es
alquitada por ofro pirofosfato de famesilo y su Hs es eliminado
estereoespecificamente dando lugar a ciclopropano de preescualeno. La formacion
del ciclopropano de preescualeno es mas rapida que su transformacion a escualeno
en los microsomas, aun mas, en ausencia de NADPH el ciclopropano de
preescualeno tiende a acumularse, lo cual es consistente con su funcidn de '
verdadero intermediario.

El ciclopropano sufre una transposicion por expansién del anillo hacia C-4 e
inversién de configuracion en C-1 y se colapsa con el ion carbonio (C-Z)‘ del. -

ciclobutil al escualeno lineal trans (fig.3).




FIG 3. BIOSINTES!S DE ESCUALENO (13,22)

" 2 moléculas de piro
"~ fato de famnesilo

AN op
- i R=fosfato de geranilo

TEl ésétiaiénb p‘u'ede plegarse en un gran nimero de formas siendo una de ellas
aqtjéllé éue da origen a un intermediario tetraciclico de conformacién silla-silla-bote-
silta. Existe también la posibilidad de que la forma trans, como naturalmente se
encuentra, pueda isomerizarse en un centro olefinico en algin estado de ciclizacion.
En las series de diterpenos y sesquiterpenos las enzimas han demostrado

admirablemente su diligencia y aptitud para la construccion de una variedad de



esqueletos, pero sorprendentemente en la multifuncional cadena de escualeno
existen pocas variaciones para la serie de triterpenos. Con pocas excepcioneé los
aniflos A,By C son de seis miembros y la ciclizacion siempre se indica en el doble
enface terminal.Sin embargo hay numerosas modificaciones secundarias como
oxidaciones, deshidrogenaciones y otras modificaciones en su estructura (23).

Un hecho concerniente a todos los triterpenos es el grupo OH ecuatorial en el C-3.
El proceso principal de esta funcionalidad fue prihero formuiado como un ataque al
doble enlace terminal del OH a algunos equivalentes bioquimicos menos claramente
definidos, los cuales provocan la ciclizacion maltipte (18).

En muchos microorganismos asi como en plantas y animales los triterpenos ciclicos
son derivados de escualeno 2,3-epéxido,el cual es formado a partir de escualeno
por una monooxigenasa.l.a accién de diferentes escualeno epoxido ciclasa resulta
en la formacion de diversos tipos de triterpenos ciclicos.

Para los triterpenos pentaciclicos el epoxido de escualeno comienza a ciclarse al ser
atacado por un protén dando el intermediario protosterol, cargado positivamente en-
C-20. Este intermediario inicia una serie de cambios dando lugar a otros grupos,
comenzando con una transferencia del protén de C-17 a C-20 en el epdxido de
escualeno, seguido de una migracion del protén de C-13 a C-17. El carbocatién de v
C-13 da origen a la migracion del metilo de C-8 quedando una carga positiva en C-8,
Este catién (a) (fig 4), se puede estabilizar

de diferentes maneras dando origen a diferentes triterpénos o esterol, por ejemplo,

el ampliamente distribuido lanosterol deriva del 6xido de 3S-2,3- escualeno en una
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conformacién silla-bote-silia-bote, via la formacién de un ion carbonio hipotético
protegterol (23).k

Si se elimina el protdn de C-7 daré origen a los triterpenos y esterol como el lofenol
(b) & el shoteno! (c). Si el hidrogeno que se elimina es el C-9, dara origen al
tanosterol (d), pero si la carga positiva emigra a C-9, podra dar lugar a la formacion
de los triterpenos con doble ligadura en C-9, corﬁo el parqueol (e); ésta carga
también podra estabilizarse formando un anillo de ciclopropano con e! metilo angular

de C-10 y producira triterpenos de tipo cicloartenol (f) (5.9,17) (fig 4).
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FIG 4. BIOSINTESIS ¥ EJEMPLOS DE TERPENOS (5,18) -

A epdx!do de escualeno

Los triterpenos pentaciclicos se forman al igual que los tetraciclicos a partir d‘e
escualeno por medio de un catién, gsto és. el protosterol |l, por medio de una
expansion del anillp D y ciclizacién con la cadena lateral R. Si continuamos con la
transposicién de los anillos D Y F llegamos a lupeol, o y B-;mirina, taraxano,

friedelano , pseudolaraxasteral y sus derivados oxigenados (22) (fig 5).
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FIG 5. FORMACION DE TRITERPENOS PENTAC[CL!COS (23)..

B\ JOH .
S
COoH L-0H

ac. m:’val‘énico (6R-CH3)

ion protosterol 1

“g-amirina

B-amirina - ;"

son solamente el resultado de accuones enztmaucas especlf icas
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sino que también.las interacciones 1,3-diaxial y estéricas, asi como factores
conformacionales y efectos estereoelectrénicos contribuyen a la fuerza directriz de

las transposiciones (22).
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2.PARTE EXPERIMENTAL

2.1 MATERIAL VEGETAL Y EQUIPO.

MATERIAL VEGETAL. Muestras de Hojas, flor y fruto de Sambucus mexicanav
fueron recolectados en las regiones de Zoatecpan, Nauzontla y Pahuatlan .
Puebla, México, durante los meses de enero-junio de 1994.

El material fué clasificado en el Herbario Nacional del Instituto de Blologia

UNAM con las siguientes claves: FB1462, FB 1543y FB 1572,

Para el tratamiento y obtencién de los productos se cqnté.kconjebl_“sig'uiénte
equipo:

-Rotavapor Buchi 110

fluorescente
-Cromatoplacas: DC Fertigplatten Sil G-

-Revelador sulfato cérico al 1% H,S04 2N. lampara de luz UV
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2.2 CONSTANTES FISICAS Y ESPECTROSCOPICAS.:

Los puntos de fusién se determinaron en aparato Fisher Jones y se reportan sin N
corregir.

Los espectros de IR se determinaron en un espectrometro Perkin Elmer 283
empleando la técnica de pastila y en el espectrémetro Nicolet FT-IR5-SX
empleando la técnica de solucion. Las absorbancias maximas estan dadas en
em -1

Los espectros de TH RMN se efectuaron en un aparato Varian Geminis a 300
MHz en DMSO (dimetil sulféxido) y CDCl3 ( cloroformo deuterado), et
desplazamiento quimico (5) se indica en p.p.m. con las siguientes abreviaturas:
s (singulete), d (doblete),t (triplete), q (cuarteto) y dd (doble de doble). La
constante de acoplamiento (J) se indica en Hz .Se us6 como referencia interna
TMS (tetrametil silano).

Los espectros de 13C se realizaron en un aparato Varian 300s.

Los espectros de masas (E.M.) fueron determinados en un espectrémetro
Hewilett Packard 5985B mediante las técnicas de impacto electronico (L.E) y

fonizacién quimica (1.Q).

2.3 EXTRACCION Y AISLAMIENTO DE PRODUCTOS.

El esquema general de trabajo se muestra en la figura 6.

26



FIG 6. ESTRATEGIA SEGUIDA PARA EL ESTUDIO DE Sambucus mexicana
REGION DE ZOATECPAN
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REGION DE PAHUATLAN
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REGION DE NAUZONTLA
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234, é"EGbﬁ DE ZQATECPAN.
. Acfdo \ljrskélic‘o"r(ﬁ ). kajbartir de S. mexicana de la regién de Zoatecpan.

F!pres yfruto deS .rfréxicana. secos y molidos (516.2 g) fueron macerados con
:"MeQH :dl‘lrka’n‘!ie‘24 hrs. Después de la evaporacién del solvente se obtuvo un

- residuo ‘viscoso que ‘al ser tratado con agua y extraido sucesivamente con
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CH2Cl2 okigin6 fa fraccion soluble en CH2CI2 (1) ¥ la fraccién sqluble’ e:n Hzo
. '

La fraccion | fue cromatografiada en una columna de silica gel y eluida con
hexano/acetato de etilo (prop 3:1). De las fracciones 52 a 82 se aislo un solido
blanco (2000 mg), soluble en MeOH el cual se hizo pasar sobre una columﬁa de
carbon activado-celita y se recristalizo con MeOH/Hex. Dicho producto
corresponde al &cido ursélico, cuya caracterizacion se efectud de acuerdo con
las constantes fisicas y espectroscépicas que a continuacion se describen ‘;

(espectros N° 1,2y3):

P.F. 280 °C (it 286-287 °C), R.f. 0.55 (hex/ACOE 1:1), (ver estructura en Ia ig.

7).

1.R.(KBr) vméx(cm'1)3370 2920 286':," 690 1450 13701250 1050 890, 830 i
1H RMN 300MHz (DMSO) 6 ppm 5,15m 1 H, H-12 3.36 m ,1-H, H-3 8 3 s, 1H .
H-28 2.08d. H-19; 067—1 04 s, 3H, CH3 angulares; 4.3, s, 1H, C-OH,

: E.M. (.Q). mlz‘470 M+ , 248 p.b. (100%) , 220, 207, 203, 191, 190, 189, 133,

A “12‘1. 119, 107, 105;95,93,91,83,81,79,77, 69,55,43.

El espectro de 13C RMN se asign6 en base a sus multiplicidades mediante los

experimentos COSY y DEPT; asimismo por comparacion con datos reportados -

en la literatura (tabla 2a) (espectros N° 4,9,14 y.19).

Las sefiales asignadas segin 1H RMN se muestran en la tabla 2b; .
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2.3.2, PREPARACION DE DERIVADOS,
El 4cido 3-o-acetil ursélico (1a), metil ursolato (1b) y 3-p-Br-benzoil ursdlico (1c),
fueron preparados a partir de (1) (fig.7).Las asignaciones de 13C para dichos

derivados se muestran en la tabla 2a.

3-O-ACETIL URSOLICO (1a). 507.8 mg de (1) se adicionaron sobre 5 mi de
piridina y 5 mi de anhidrido acético, la reaccion se mantuvo en reflujo durante 24
hrs. Dicha reaccion fue extralda con AcOEt. La fase acuosa fue desechada y la
fase organica se secd con sulfato de sodio anhidro, posteriormente se evaporé
el solvente a presion reducida obteniéndose un producto que fue
cromatografiado en silica gel (columna), mediante un gradiente de elucién
Hex/AcOEt (75:25) obteniéndose de las fracciones 2 y 3, un compuesto el cual

fue recristalizado con Hex/Eter isopropilico, obteniéndose el 3-O-acetilurs6lico
(1a), (101.0 mg), como sdlido blanco, soluble en AcOEt, P.f. 267 °C. R.f. 0.68
(11 He/ACOEY) (espectros N%6.7.8). '

LR. (CHCIg) viméx(cm -1) 3512, 3046, 2049, 2673, 27'2‘

1692, 1456, 1372, 1255, 1186, 1146, 1097 1027 985, 902

248 (100%). 203 190, 147, 119,69, 65



METIL URSOLATO (1b). 3.0 g de (1), 22 g de carbonato de potasio anhidro, 35
mi de sulfato de dimetilo y| 120 m! de acetona se colocaron en un matraz de 250
ml. Esta mezcla se mantTvo a reflujo durante 2 hrs y posteriormente 3 di!a'sb en
reposo a temperatura jmbiente, después de los cuales se éfectub una
extraccion con AcOEt. Evaporada la fase organica a presion reducida, se obtuvo
un producto que fue cromatografiado en placa preparativa y eluido en un
sistema Hex/AcOEt 3:1, oLteniéndose (1b) como solido blanco cristalino, soluble
en CH2CI2 ; R.f. 0.70 (1:1 Hex/AcOEY), p f. 1'10-111 °C {espectros N° 11,12,13).

IL.R. (CHC|3). vmax (cm 11) 3613, 2948, 2928, 2870, 1717, 1455, 1380, 136?;

1271, 1238, 1168, 1144, 1111, 1089, 1028, 995, 974 918, 913,

TH RMN 300MHz (CDCI ) 527 m, 1H H-12; 3, 607 s, 3H COOCH3

ACIDO 3 -p-| Br-BENZOlL URSOLICO (1c). Se mezclaron 405.1 mg de cloruro de
écldo p-bromo benzoico L 163.6 mg de (1) en 6 ml de piridina manteniéndose en
agitacion durante 72 hrJ posteriormente se adiciopo CH2Cl2 ﬁasta un volumen
de 50 mly se efectuaror(\ lavados con una solucién saturada de bicarbonato de

sodio, donde la fase organica resultante se concentrd a presion

reducida.Posteriormente se eliminé la piridina mediante destilacion con tolueno.




Funalmenle se obtuweron 143.5 mg de (1c) como séhdo café oscuro. soluble en

'AcOEt RS 0 704 (1 1 Hex/AcOEt). : f‘160 "C (es ectros N°16 17 18

IR, vmax (cm 1) 3519, 3088, 3042, 2052, 2878, 2728; 2649,-2625 705,:1591;

1461; 1395 136 ‘

) ;1H RMN 200 MHz (CDC|3)216 d; H- 18 77 5,3H

,3' 0.96,s, 3H 1,10 s, 3H

‘_]EM(EI) 384 M+ 383 356 354, 284, 256, 265, 228 200 183(pb) 155

233 RéGlONES DE NAUZONTLA Y PAHUATLAN.

" Las partes aéreas de S. mexicana procedentes de estas regiones (350 ‘g).
fueron secadas a temperatura ambiente y extraidas de manera exhaustiva con
disolventes de polaridad baja, media y alta (hexano,CH2Clz,yMeOH
[respectivamente) obteniéndose asi los extractos correspondientes.

Extracto hexanico. Este se concentré en vaclo obteniéndose 3.57 g de una
pasta oscura viscosa, misma que fue cromatografiada en una columna de silica
gel mediante un sistema Hexano/AcOEt en forma ascendente como fase movil.
De este extracto, sin embargo, todas las fracciones obtenidas fueron solubles eni
hexano, razén por la cual no se profundizé en su estudio. Para la regién de
Pahuatlan éste extracto no fue trabajado.

Los extractos de CH2Cl2 y metanol para ambas regiones fueron sometidos a
una cromatografia en columna obteniéndose (1) y (2), mismos que fueron.

trabajados en forma analoga a la descrita anteriormente.
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~2.3.4. REACCION CON BROMO (43).

Dufante Ié‘obtencién de la fraccion | que se menciona al inicio de la parte
experimental, precipitd un producto insoluble en MeOH, el cual estaba
constituido por una mezcla de (1) y el acido oleandico (2), mismo que fue
caracterizado de manera indirecta a través de la formacién de un derivado.

Esta reaccién permite la separacion del égido ursolico del acido oleandico
gracias a la formacion de una lactona a partir de éste Ultimo, misma que
presenta una polaridad menor (soluble en benceno) permitiendo asi fa
precipitac':ién de (1) en la mezcla de reaccién. El procedimiento para su
preparacion es el siguiente:

Sobre un matraz de bola de 50 ml, el cual se encontraba sobre una cama de
hielo, se adicionaron 120 mg de la mezcla insoluble en MeOH, 2.4 m! de
anhidrido acético, 60 mg de acetato de sodio, 2.4 mi de EtOH y una solucién de
bromo en acido acético en exceso. La reacciébn se mantuvo en |l'eposo a
temperatura ambiente por espacio de una hora durante la cual se formo en la
mezcla de reaccidn un producto sdlido que fue filtrado y desechado. Las aguas
~madres fueron tratadas con una solucién de benceno a ebullicion, obteniéndose
un precipitado de (1) (343.8 mg), cuya caracterizacién como el acido ursolico se

hizo en base a un analisis espectroscépico.
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La fraccion soluble en benceno se hizo pasar a través de una‘columna de

! alimina, obteniéndose finalmente la Iactona del acido oleanmco (2a) (30 mg) (f g " o v

7), un sdlido blanco cristalino soluble en CHzClz Rf 0. 68 (1 1 H x/A 4e

226-228 °C (lit 225-226 °C) (espectros N°20,21,22).
L.R. vmax (cm -1) 3438, 2960, 2935, 2866, 1768, 1466, 138

1210, 1132, 1106, 1077, 1028, 927, 906, 646

TH RMN 300MHz (CDCH3) 1.44, s. 3H; 1.23, s, 3H; :"’.0."5, 6H: 0.91 is, BH; 078
S ) ; R
EM (EI) 536 M+, 534, 501, 437, 409 301, 247 207(p b) 189 163 135.
. Las estructu_ras y asignaciones de’ étomos‘de'carbonq para el compuesto (2) y
sui derivado (2a) se encuentran enla figura 7 y la tabla 2c respectivamente

(espectro N°23). Asimismo se muestran las asignaciones de 1H RMN en !a tabla

2d.
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FIG 7. ESTRUCTURAS DE LOS COMPULSTOS 1Y 2

- CH3CO -
“le: . Brnco. ;- COOH
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TABLA 2a. Asignaciones de 13C RMN, COMPUESTO 1 Y DERIVADOS

N°C 1 1a 1b 1c Reportado
para 1 (62)
1 38.94 38.79 38.82 - 38.8
2 27.47 27.64 27.97 27.90 27.3
3 76.77 - 79.02 - 78.8
4 38.20 38.2 38.99 38.2 38.8
5 54.7 55.25 65.17 565.3 55.4.
6 17.93 18.12 18.25. - 184
7 32.65 33.75 32.92 33.5 38.0
8 39.7 - 39.43 39.7 39.6
9 46.9 . 47.42 47.52 47.70 474
10 38.29 - 36.93 36.90 37.0
1" 28.7 23.37 23.30 23.50 23.30
12 124.5 125.68 125.58 125.8 1254
13 138.1 137.9 138.17 138.0 138.0
14 415 - 41.94 41.7 41.90
15 26.91 28.04 28.07 27.90 28.1
16 22,77 23.99 24.17 23.9 242
17 48.8 - 48.5 - 48.0
18 52.32 1 52.41 52.84 52.70 52.80
19 39.05 38.97 39.43 39.0 39.1
20 38.39 38.02 38.56 38.2 38.8
21 30.12 30.56 30.60 30.80 30.70
22 36.4 36.69 36.59 36.90 36.70
23 28.17 27.95 28.07 28.1 28.1
24 15.95 15.63 15.56 15.50 15.50
25 15.12 15.39 15.38 15.5 15.5
26 16.83 16.67 16.98 17.0 16.9
27 23.19 23.58 23.25 23.1 23.3
28 178.1 177.7 178.16 - 177.7
29 16.9 16.58 16.98 17.0 16.9
30 20.96 21,22 21.14 - 21.2
21.11 (Aco) | 51.45 165.8(COP
(éster) h) 125.8(Ph
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TABLA 2b. Asignaciones de TH RMN. Compuesto 1 y derivados (43).

COMPUESTO 1
NH Reportado Experimemal
3 3.19(dd,6.4,9.5) 3.36(dd,6.2.9.6)
12 5.24(t,3.5) 5.15(m, 1H)
18 2.20(d,10.8) 2.08(d,10.7)
23 0.78(s.3H) 0.72(s,3H)
24 0.94(s,3H) 0.93(s,3H)
25 0.99(s,3H) 0.98(s,3H)
26 0.81(s,3H) 0.82(s 3H)
27 1.11(s,3H) 1.09(s,3H)
29 0.87(d,6.4) 0.85(d,6.4)
30 0.98(d,6.0) 0.96(d,6.0)
DERIVADO 1a
NH Reportado 'Eprsrimental
3 4.5(dd,6.4,9.5) 4.5(dd,7.8,7.7)
12 5.26(t,3.5) 5.20(m 1H)
18 2.19(d.11.1) 2.18(d,11.0)
23 0.79(s,3H) 0.76(s3H)
24 0.87(s,3H9 0.86(s,3H)
25 0.96(s,3H) 0.95(s,3H)
26 0.86(s3H) 0.86(s,3H)
27 1.08(s,3H) 1.08(s,3H)
29 0.86(d,6.3) 0.88(d,7.6)
30 0.95(d,5.1) 0.93(d,3.4)
2.19(s,3H) 2.04(s,3H)

38



TABLA 2b. Continuacion.

DERIVADO 1b —
NH Reportado Experimental
3 3.20(m,1H) 3.20(m,1H)
12 6.24(t,3.7) 5.26(m,1H)
18 2.23(d,10.9) 2.21(d,11.4)
23 0.74(s,3H) 0.74(s,3H)
24 0.92(s,3H) 0.95(s,3H)
25 0.98(s,3H) 0.98(s,3H)
26 0.78(s,3H9 0.78(s,3H)
27 1.08(s,3H) 1.07(s.3H)
29 0.86(s,3H) 0.87(s,3H)
30 0.97(d,9.8) 0.98(d,7.4)
3.60(s,COOCH;) | 3.61(s,COOCH;
)
DERIVADO 1¢
'R Experimental
3 z
12 5.27(dd,3.74,3.3)
18 4.73(dd,7.8,7.6)
23 0.77(s,3H)
24 0.93(s3H)
25 1.15(s.3H)
26 0.8(s,3H)
27 1.10(s,3H)
29 0.87(d.3.2)
30 0.98(d,7.4)
: 7.75(dd,2.7,2.7)Ph
BrcO
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TABLA 2c. Asignaciones de 13C RMN.Compuesto 2a {37,62).

N°C Experimental Reportado para (2a)
38.27 ’ 38.3
27.11 27.16
78.69 78.68
38.86 38.90
55.16 55,16
17.64 17.69
33.81 33.85
39.87 39.92

45.5 45,54
36.49 36.53
29.14 29.18
56.45 56.46
91.64 91.64
42.36 42.41
27.48 27.51
21.26 21.32
43.35 43.37

52.3 52.31

45.5 45.54
30.40 30.43
34.58 34.61
31.85 31.88
27.94 27.97
15.36 16.42
16.90 16.96
19.02 19.07
21.08 21.12
178.92 178.85
33.23 33.27
23.51 23.57
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TABLA 2d.Asignaciones de 'H RMN. Compuesto 2a

N°H Experimental Reportado para (2)
3 3.3(m.H) 3.27(dd,4.8,4.5)
12 4.36(m,H) 4.31(dd,2.4.4.2)
23 0.78(3H,s) 0.77(3H,s)
24,25 0.91(6H.,s) 0.90(6H,s)
26 1.47(3H,s) 1.44(3H,s)
27 1.23(3H,s) 1.22(3H.s)
29,30 1.0(6H,s) 1.06H,s)
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3.DISCUSION

3.1 ACIDO URSOLICO.

" El acido ursélico (1), aislado tanto del extracto de CHzClz como del metandlico
en un gradiente de elucion AcOEt/Hex al 75%,} es un sélido blanco que funde a
280 °C, soluble en MeOH con un Rf. 0.55 (1:1 Hex/AcOEt).

El espectro de |.R. muestra una banda en 3220-3500 cm -1 correspondiente a
un grupo OH, 1as bandas intensas 2920,2860 son debidas al alargamiento del
enlace C-H, la banda en 1690 se asigné al carbonilo del acido y otras mas de
1450, 1370 de los metilos.

El patrén de fragmentacion deducido a partir del espectro de masas postula un
pico base cuya relacién m/z es 248 (C17H1202), el ion molecular m/z 456 es
para una férmula condensada C30H4803, indicando asi su naturaleza
terpénica,

Ademas presenta otros fragmentos en miz 203 (C16H11), 207 (C14H230) y 133
(C10H13).,cuyo mecanismo de fragmentacion es a través de una ruptura‘retro
Diels Alder tipica. (En la figura 8 se muestran los patrones de f;a:gméntaclbr; de
. R

La pérdida del grupo COOH genera el fragmento 2(53; que cdnﬁfma la presencia

de éste en el C-17.(fig 8)
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El espectro de 'H RMN muestra una sefal en §=5.15 ppm, re§i¢n delos H ~
vinilicos, cuya integral es para 1H (s). Dicha sefal corresponde al H-12. ) k
Los cinco metilos del compuesto que se encuentran sobre carbon 'saturad,ﬁ se
observan como singuletes en el espectro de 1H en un rango de 0.86-1.04 ppm.
Las sefales a 0.85(3H) y 0.96(3H) ppm se asignaron a los meﬁloé sty C-_SC .
La serial para el acido se observa en $=8.3 ppm v la sefial del alcbhdlisé: e
encuentran a 3.36 ppm. ‘

El grupo OH es consistente con una posicién ecuatorial en C-3.En base a é\std_ .

dicho compuesto puede nombrarse como acido 3 p-OH, 12 ursen-28-oico.:
El experimento de DEPT en 13C RMN indic6 la presencia de 7 CH3, 9 CHa,7
CH.B C, junto con un grupo COOH, esto es, treinta atomos de C presentes en la-

molécula,

3.2 DERIVADOS QUIMICOS DE ACIDO URSOLICO.

El derivado acetilado (1a), muestra una sefal en 1H RMN par; c::e/ta'
ppm como (s), integrando para 3H, e »
La evidencia en L.R. sustenta la formacién del carbo’nilb ‘ér;
sefial intensa presente en 1720.2 cm -1 y otra sefial :cér?ésﬁt;}ﬁdi__entg al enlace
C-O del acetato en 1255.783 cm -1. e
El mecanismo de fragmentacién de este derivadr.;_ segln: s,el mﬁ’
espectro de masas, es el mismo que presenta e|~ acido ufséll'cptfes"dec

mecanismo retro Diels Alder pero en este caso ocurre primero fa pérd|da de80. .
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unidades de masa correspondientes al grupo acetato, mismo que genera el

fragmento de 513 como ion molecular en el compuesto con réSpec(o a (1) (fig8).

FIG 8. MECANISMOS DE FRAGMENTACION POR E.M; COMPUESTOS Pyla o

La presencia del derivado metilico (1b) se confirmé con una ééﬁal presente en

3.607 ppm (3H) en el espectro de 1H RMN; esto es, un metilo desplazado a

campo bajo debido a la disminucion en la dehsidéd electrénica.por efecto del
N . ;

oxigeno unido a él.
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A su vez en el espectro de 13C RMN se observaron diferencias de
‘desplazamiento en los carbonos contiguos 19,20 y 22, lo cual indica posibles
efectos inductivos o estéricos por parte del grupo éster sobre éstos y confirma
su posicion en C-28,

Por masas se observa un aumento de catorce unidades de peso molecular (470
con respecto a 456 del compuesto original), gl cual corresponde a una férmula
condensada de C31H5003, .

El proceso operante, segin el patron de fragmentacién observado, es un retro
Diels Alder en A12-13, ya que se observan picos caracteristicos de compuestos
triterpénicos como son el de m/z 207 y 262 como el pico base (p.b.), mismo que
contiene el grupo éster que pierde posteriormente para generar el fragmento de
m/z 203.

Sobre dichos fragmentos se originan a su vez una serie de rupturas que
conllevan a los picos observados de m/z 362,327.292.133, o bien directamente
de la molécula para generar un M-18 (pérdida de H20 ),. M-60 (pérdida de

HOCOMe) mediante rupturas simples (fig 9).
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FI1G 9. COMPUESTO 1b

miz=262"
m/z=203 -

A través de la técnica de LR. se detectd una sefial en 1168.85 cm -1 misma que
corresponde al enlace C-O de un grupo éster de tipo metilico.

El derivado (1c), el p-Br benzoato. se detectdé muy claramente en el espectro de
1H RMN a través de una sefial simétrica como doble de doble, con un
desplazamiento a 8 =7.75 ppm , la cual representa un sistema AA'BB' esto es, al
tratarse de un benceno disustituido en posicién para, presenta 4 lhidrégenos

observables, dos de los cuales acoplan con su correspondiente par quimica y
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magnéticamente equivalente generando asi dos constantes de acoplamiento

{uno para cada par) de J=2.7Hz.

Por otro lado se corrobora la formacion del derivado (1c) al observarse el

desplazamiento paramagnético que ejerce el anillo aroméatico sobre las deméas
seiiales (H-12,H-13) en comparacién con el compuesto original.

En el espectro de masas se observa cierta inconsistencia respecto al peso
molecular esperado de 638 contra 384 observado, sin embargo, esto se explica
en base a un mecanismo de fragmentacién que los demas derivados no han
venido presentando.

En ‘este caso los fragmentos observados se explican mediante rupturas
homoliticas consecutivas, que generan primeramente una contraccién sobre el
anillo A, lo que da origen al fragmentc m/z 384, el cual detecté el aparato como
A maximo, mas la contraparte que soporta el anillo aromatico y el bromo lo cual es
6bservab|e por la contribucion isotépica de éste (M+2 intenso).

El fragmento 384 sufre diversas modificaciones incluyendo el mecanismo Diels
Alder para generar otras especies de m/z 356, 288, 243 y 228 (fig 10).
Alternativamente, rupturas homoliticas inducidas por el oxigeno presente en C-3

generan los fragmentos m/z 200, 183 y 155 (fig 10 continuaci6n).
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EIG 10 COMPUESTO e,

j/_l.*

CO0

vv mlz=254’
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FIG 10.CONTINUACION

. 33 ACIDO OLEANOICO.

Taﬁibién del t_extracto en CHaCly como del metandlico se aislo una mezcla
insoluble en metanol la cual estaba constituida por acido ursélico y acido
oleandico, cuya separacion no fue posible por métodos de recristalizacién o
cromatograficos comunes. Por ello fue necesaria la generacién de un derivado
que permitié corroborar la presencia de &acido oleandico de una manera

indirecta. La bromo y- lactona (2a) confirma su presencia en I.R. con una sefal
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en 1768.28 cm-1 correspondiente al grupo lactona y una sefial en 646.28 cm-1
para el enlace C-12-8r.

Cuando se compararon los espectros de 13C RMN de (2a) con los datos
reportados para (2) pudo observarse un desplazamiento a bajo campo debido a
Ia insercion de bromo en C-12 el cual se observa principaimente en C-11y C-13
y por el anillo lacténico, lo cual ejerce un marcado desplazamiento en las
sefiales de los anillos Dy E.

En 13C RMN el desplazamiento es debido a un efecto tanto del oxigeno como a
un cambio de hibridacion del carbono de sp2 a sp3 mientras que en los carhonos
17,19,20,21 y 22 pudiera ser debido a efeclos estéricos por parte del anillo
lactnico, asl como [a orientacién de éste respecto a los mismos.Por
espectroscopla de masas (fig 11) se encontré6 un M+ 536 que coincide con el
peso molecular esperado y que cofresponde a una férmula molecular
condensada C30H4803Br. En este caso ya no opera un mecanismo retro Diels
Alder puesto que ahora ya no hay doble ligadura en C-12 y C-13, Esta vez se
trata primero de un proceso de eliminacién de HBr (fragmento m/e 80) y
generacion del fragmento de m/z 456. o bien se efectua una ruptura tipo
homolitica en el anillo C que proporciona las especies m/e 207 y 329. En ésta
dltima la contribucion isotopica es importante por la presencia de Bry oxigeno.
En dicho fragmento de m/e 329, el oxigeno de la lactona induce ruptura o para

-dar origen a la porcioén m/z 283 (fig 11).
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FIG 1. MECANISMO DE FRAGMENTACION POR EM. COMPUESTO 2
COMPUESTO .

m/z=207 -

: Una |nspecc:|6n a las as|gnac|ones d

ompuestos ('1)i v, (.2)‘ Lt »

revela algunas dlferenclas i antes sqbré el par isomérico de urs-12-en y un



olean-12-en (visto a través del derivado (2a)), ademas de los valores de
aegplazamiento para los carbonos 12y 13.

Las seiiales para C-11 y C-27 en (1) aparecen a campos mas altos { A3 =548 y
2.07 ppm respectivamente con respecto a (2a)), lo cual puede explicarse debido
a un cambio conformacional en el anillo E por efecto de proximidad espacial del
metilo en C-29. Dicho cambio en E promueve a su vez un efecto sobre los
anilos C y D, lo cual los hace responsables de las diferencias de
desplazamiento observados en los carbonos 16,17,21,22,25 y 26 que forman

parte de dichos anillos.
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4ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS COMPUESTOS

OBTENIDOS

La teﬁden.ci‘a‘:eyn la medicina moderna es asimilar los remedios naturales de la
’prét‘:titv:éyl éoni'ﬁn bajo diversas formas, esto hace necesario el justificar su uso .
terébéutico popular con estudios de actividad biolégica a diferentes niveles que
requierén un caracter estricto; asi como determinar el tipo de compuesto (s)
responsable de dicha actividad.

Particularmente sobre el género Sambucus, una revision detallada sobre el
mismo permite observar que posee diversas actividades, ya sea In vivo o In vitro
(cuadro If) atribuida a las diferentes especies.

4,1 ACTIVIDAD DE AC. URSOLICO Y AC. OLEANOICO.

En cuanto a los componentes mayoritarios encontrados en este estudio, la
bibliografia sefiala su participacion en actividades gue se citan a continuacion:
Mediante pruebas de analgesia se ha visto que el &cido ursélico, compuesto
activo de muchas especies usadas como remedio en problemas de artritis,
hemorragias pulmonar y gastrica entre otras, muestra una actividad inhibitoria en
edemas hasta en un 24% con una dosis de 500 mg/Kg en ratas y una inhibicién
del 31% (dosis 150 mg/Kg) en ratones. Dicha inhibicion esta relacionada con la
actividad de 1a enzima lipooxigenasa, clave para la generacion de leucotrienos a

partir del acido araquidénico, involucrada en procesos inflamatorios.
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Se ;:re‘e que el grupo hidroxi en C-3 es uno de'los faétqrés"é:stlanc‘irales en la’
actividad antinflamatoria (48,51,65). SR

El 4cido ursélico es un principio citotéxico- que ha démostrédo actividad
antileucémica marginal a una dosis de 50 mg/Kg /n vivo sobre gl crecimiento de
células de leucemia linfocitica P-388 (DE50=3.15 pg/ml), leucemia linfoide L-
1210 (ED5p= 4.0 pg/ml), carcinoma de rifin A-548 (DE50=4 ug/ml) y células
tumorales KB (DE50=6,6 pg/ml), colon HCT-( DE§p=4.5 pg/ml) y mamaria MCF-
7 (DE50=4.9 pg/ml) (23).

Algunos de sus derivados (2-8) (fig 12), decrementan la citotoxicidad y otros (4-

8) resultan ser igual o ligeramente mas potentes que el acido ursélico.

FIG 12. ALGUNOS DERIVADOS CON ACTIVIDAD BIOLOGICA. B

" efectos hipoglucemiantes en conejos diabéticos (26).
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Los inductores de diferenciacion se han asignado como nuevos tipos de agentes

anticancerigenos, ya que permiten diferenciar células neoplasicas de las

normales.

El 4cido oleandico por su parte, se encuentra presente en muchas especies de

plantas con buena actividad; induce la diferenciacién de células leucémicas .
mostrando actividad a concentraciones de 5x10 -5 M,

Al estudiar la relacidn estructura actividad se observa que el derivado acetato

posee menor pero atn remarcada actividad para suprimir la proliferacién celular

en una concentracion de 2x10 -5 M, pero incrementa la citotoxicidad en células

H-1(44).
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5.CONCLUSIONES

Con el fin de ampliar el conocimiento que sobre plantas medicinales se ha
desarrollado en México en los Ultimos tiempos, se procedio al estudio de la
especie Sambucus mexicana procedente de las regiones de Nauzontla,
Zoatecpan y Pahuatlan en el estado de Puebla.

La obtencién de extractos selectivos de hexano, cloruro de metileno y metanol y
su fraccionamiento por técnicas cromatograficas permitié el aislamiento de dos
triterpenos pentaciclicos los cuales fueron caracterizados por métodos qiimicos
y espectroscopicos.

De los extractos mas polares (CH2CI2 y metanol) se obtuvieron los acidos
ursélico (1) y oleandico (2) cuyos rendimientos con respecto al peso seco de la
planta pueden considerarse altos. Dichos compuestos constituyen un par
isomérico, por lo que en el vegetal se obtienen como una mezcla.

Se obtuvieron los derivados quimicos acetato (1a), éster metllico (1b) y
benzoato (1c) a partir de (1), los cuales también - fueron analizados
espectroscopicamente con el fin de corroborar la identidad del mismo; y el
derivado lacténico (2a) para lograr la separacion isomérica .

Aunque no se efectuaron estudios de actividad biolégica formales sobre los

extractos y sustancias obtenidas en esta especie, previamente se ha reportado
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actividad de la misma, principalmente microbiolégica y en cuanto a sus
componentes acido ursélico y oleanoico la bibliografia sefiala su participacion
como agentes efectivos contra diversos trastornos.

Por lo anterior, y puesto que se encuentran como constituyentes mayoritarios,
dichos productos pueden considerarse como principios activos del vegetal 1o
cual justifica su uso popular.

Los resultados de Ia presente investigacion por lo tanto, permften considerar a la
especie Sambucus mexicana como una alternativa terapéutica eficaz, asi mismo
pone de manifiesto la importancia de realizar y fomentar estudios de este tipo
sobre otras especies y géneros mexicanos y dar un nuevo enfoque hacia la

busqueda de formas curativas eficaces, econémicas y seguras.
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