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1 INTRODUCCIÓN

El afán por conseguir substancias novedosas con actividad farmacológica ha llevado a

intensificar su búsqueda a partir de fuentes naturales como las plantas, animales,

microorganismos y en menor proporción los organismos marinos Pero es a las plantas a las

que se ha dedicado mayor atención, sobre todo aquellas que tienen un empleo medicinal,

debido a los antecedentes que de estas se tiene en cuanto a su uso, De ahí que, en las últimas

décadas se haya replanteado la importancia que la medicina tradicional tiene como una

alternativa más para el tratamiento de diversas enfermedades que afectan a la humanidad Esto

no quiere decir que exista un regreso a la herbolaria tradicional, sino que se trata de una

revalorización de las plantas medicinales bajo una interpretación científica rigurosa [1] con el fin

de preservar el conocimiento etnomédico que de estas se tiene, y que haya un mejor

aprovechamiento y preservación de las mismas La etnobotánica juega un papel muy

importante para la obtención del conocimiento que se ha transmitido de generación en

generación dentro de las poblaciones que tienen la tradición de emplear las plantas para el

tratamiento de enfermedades [2] En nuestro país se han registrado unas 2 000 plantas en uso

medicinal en donde la mayor parte se emplean en el tratamiento de enfermedades de tipo

digestivo, respiratorio y cutáneo [3] Por esto, la investigación en plantas medicinales es una

tarea multidisciplinaria en donde la trascendencia del estudio depende de la colaboración entre

botánicos, químicos y farmacólogos [3,4],

En la actualidad, los productos medicinales elaborados a partir de plantas suelen ser

extractos crudos, fracciones cromatográficas, mezclas o conjuntos de compuestos cuya acción

farmacológica depende de la combinación de los principios activos obtenidos del o los

vegetales, configurando una nueva categoría de productos denominados fitofármacos, Estos

productos son muy populares en países con una fuerte tradición de medicina herbolaria y con

disposiciones legales para el registro de los mismos, como Alemania, Francia y Suiza [5],

Los laboratorios farmacéuticos han dedicado una buena parte de sus inversiones en la

búsqueda de nuevas plantas medicinales debido al predominio de enfermedades en las cuales

se ha tenido poco éxito en su tratamiento, como el sida y el cáncer De hecho, se reconocen

cinco áreas de investigación en las que se ha puesto mayor atención: enfermedades

infecciosas neurológicas, cardiovasculares y metabólicas, inflamatorias y relacionadas, y

oncológicas [5-9],



Aproximadamente el 25 % de los fármacos empleados hoy en día en los países

desarrollados proceden o se han modelado a partir de productos naturales [3-5], Si bien, la

medicina tradicional es un buen punto de partida para iniciar una investigación y aumentar las

probabilidades de obtener substancias bioactivas, no se deben descartar las plantas que no

sean usadas medicinalmente tal es el caso especial del descubrimiento del taxol (1) un

alcaloide tipo diterpeno que es usado en el tratamiento del cáncer de ovario, cuya fuente es

Taxus brevifolia. Fue obtenido de manera aleatoria dentro de un programa de rastreo en el

Instituto Nacional del Cáncer [1,5,10,11] Tomando en cuenta este hallazgo y los datos

anteriormente mencionados, y considerando que en el mundo existen unas 265 000 especies

de plantas, y de éstas solo menos del 1 % se han estudiado exhaustivamente por su valor

medicinal y composición química [4,5], aunado a la megabiodiversidad que México tiene, la cual

se ha considerado como tercer lugar en el mundo [12], queda todavía una gran tarea que

realizar en esta área de investigación,

HO o OH

El presente trabajo forma parte de un proyecto de investigación de la planta Bocconia

arbórea, enfocado a conocer la estructura molecular de sus metabolitos secundarios y evaluar

su actividad biológica, con el fin de hacer una contribución en esta área del conocimiento De

esta planta anteriormente se han estudiado las partes aéreas y la corteza, ahora se estudian los

constituyentes minoritarios de las partes aéreas y adicionalmente se estudian la raíz y las

semillas, De lo que ya se ha estudiado, se ha reportado que contiene alcaloides de tipo

protopina y benzofenantridina Cabe destacar que, en general, los alcaloides conforman un

grupo de metabolitos secundarios de gran interés debido a que se ha descubierto que en su



mayoría presentan alguna actividad biológica, y que aun cuando se conocen unos 21 120

alcaloides derivados solamente de plantas, éstos han sido pobremente evaluados

biológicamente [13] Por lo anterior, y conociendo los antecedentes del uso medicinal de esta

planta, se pretende llevar a cabo la obtención de los constituyentes químicos de esta planta y

realizar su evaluación biológica, con el fin de establecer alguna correlación entre el uso

etnomédíco y las propiedades biológicas de tales metabolitos,



2 OBJETIVO GENERAL

Este trabajo de investigación tiene como objetivo general la generación de conocimiento

de la estructura molecular de los metabolitos secundarios presentes en la raíz y semillas de la

planta Bocconia arbórea, conocida como "llora sangre", así como de su actividad biológica

2 1 Justificación

Debido a la importancia del empleo popular de esta planta para el tratamiento de

diversas enfermedades infecciosas, y a los antecedentes que se tienen respecto a la actividad

antimicrobiana de las substancias previamente aisladas de las partes aéreas, y considerando

que el extracto metanólico de la raíz presentó actividad antimicrobiana considerable, la cual fue

detectada recientemente, se plantearon las siguientes metas:

2 2 Metas

1 Compilar la información etnobotánica, química y biológica de B arbórea,

2 Recolectar y seleccionar la raíz y las semillas de la planta, y preparar los extractos

orgánicos

3 Aislar y purificar mediante diversos métodos de separación química, los metabolitos

secundarios constituyentes de la planta

4, Realizar la caracterización estructural de estos metabolitos con base en sus propiedades

físicas, espectroscópicas y espectrométricas

5 Realizar evaluaciones para detectar actividad antimicrobiana, antiinflamatoria y citotóxica a

las substancias purificadas e identificar las que son responsables de la actividad biológica,

6 Correlacionar los resultados obtenidos con el uso etnomédico del vegetal,

7 Ponderar el potencial de B arbórea para el desarrollo de agentes con actividad

farmacológica



3.. ANTECEDENTES

31 Generalidades

Bocconia arbórea S, Wats, es un arbusto de 3 a 4 m de altura, de corteza tuberosa y

agrietada, ramos jóvenes y base de las inflorescencias tomentosas De hojas alternas,

lanceoladas y pinnatífidas, cara inferior rubiginosa-tomentosa, inflorescencias en panojas

terminales; flores muy pequeñas y fruto con una sola semilla comprimida, de dos colores: rojo y

negro Florece de octubre a diciembre [14]

Se localiza en Mesoamérica, En México se puede encontrar en varias regiones,

cambiando de nombre vulgar dependiendo del lugar, como se informa en la Tabla 1

Tabla 1 Localización de B. arbórea S Wats y algunos nombres vulgares

Estado

Morelos

Sinaloa

Durango

Nayarit

Jalisco

Michoacan

Oaxaca

Puebla

Nombre vulgar

llora sangre, ahuacachilli

palmilla, palo del diablo

árbol de judas palo de judas, saúco palo del

diablo

chicalote. chicalote de árbol

cocoxihuitl

Enguande inguande engüemba, llora sangre

palo amarillo

mano de león llora sangre

palo ele yodo

También se ha localizado en los estados de Guerrero, Colima, Hidalgo, Veracruz,

México, además de el D, F Habita entre los 1 800 y 2 000 metros sobre nivel del mar, Se

encuentra asociada frecuentemente a cultivos de riego y de temporal [14-15]

En la región de Morelos donde se colectó la planta Baytelman menciona que el llora

sangre se usa para problemas de la piel, en "jiotes" o verrugas [16] Maximino Martínez destaca

las propiedades vermífugas y purgantes [14] En las monografías científicas del IMEPLAM, se

reportan una gran diversidad de usos del llora sangre, por distintas comunidades (los cuales se

mencionan tal y como han sido registrados): para tratar abscesos, anestésico, anestésico local,

antiparasitario, antitérmico, antitumoral, astringente, atrofia mesentérica, carminativo, catarético,



catártico, para el tratamiento de condilomas, detersivo, empeines, gastritis heridas, hidropesía,

hipnótico, lunares espesos y crudos, ictericia, llagas disuelve las nubes de los ojos, tetanizante,

produce tumefacción, úlcera de mal carácter, verrugas, vulnerario y analgésico [17]

3 2 Perfil fitoquímico del género Bocconia

El género Bocconia Plum pertenece a la familia Papaveraceae, de la tribu Chelidoniae,

comprende 10 especies que son endémicas de regiones tropicales y subtropicales de Centro y

Sudamérica Se han reconocido las siguientes especies: B arbórea, B cordata, B frutescens,

B hintoniorum, B, integrífotia, B, latisepala, B lauríne, B, microcarpa, B pearcei y 8 vulcanica

[18-20]

La importancia de este género se debe principalmente a la biosíntesis de alcaloides,

habiéndose identificado algunos del tipo protoberberina, benzofenantridina, protopina y

roheadina Cabe destacar que no se han reportado en la literatura otro tipo de metabolitos

secundarios que no sean de la clase mencionada,

Como complemento de lo antes mencionado a continuación se presentan de manera

resumida los alcaloides aislados de especies del género Bocconia:

B arbórea:

Allocriptopina (26), bocconarborina A (24), bocconarborina B (25), dihidrosanguinarina (14),

oxisanguinarina (16), protopina (28), queleritridimerina (22), queleritrina (19), 6-

acetonildihidroqueleritrina (9), 6-acetonildihidrosanguinarina (15), 6-metoxidihidroqueleritrina

(10), (±)-sanguidimer¡na (23a) [20-23],

B cordata:

Allocriptopina (26), bocconolina (12), criptopina (27), dehidroqueilantifolina (5),

dihidroqueleritrina (8),, dihidrosanguinarina (14), oxisanguinarina (16), protopina (28) protopina

N-óxido (29), queleritrina (19), quelirubina (17), sanguinarina (18) 9,10-demetilensanguinarina

(20) 9,10-demet¡len-9 10-dihidrosanguinarina (21) [18, 24, 25]



0 frutescens:

Allocriptopina (26), berberina (2), columbamina (3), coptisina (4), corisamina (6), (-)-

isocoripalmina (7) papaverrubina E (30) protopina (28), queleritrina (19), roheadina (31)

sanguinarina (18) [26-27]

B integrifolia:

Dihidroqueleritrina (8), dihidroquelirubina (13), dihidrosanguinarina (14), 12-

metoxidihidroqueleritrina (11) [28],

B latisepala:

Allocriptopina (26), oxisanguinarina (16), protopina (28), queleritrina (19), sanguinarina (18) [29],

B latirme:

Protopina (28) [30],

B microcarpa:

Allocriptopina (26), protopina (28), queleritrina (19), sanguinarina (18), 9,10-

demetilensanguinarina (20), 9,10-demetilen-9,iO-dihidrosanguinarina (21) [18,30, 31]

B pearcei:

Allocriptopina (26), berberina (2), coptisina (4), protopina (28), queleritrina (19), quelírubina (17),

sanguinarina (18) [18, 30, 31]

A su vez, los alcaloides identificados en especies del género Bocconia, son clasificados

de acuerdo a su tipo estructura:

3,,2,,1 Alcaloides de protoberberina:

Berberina (2)

Columbamina (3)

Coptisina (4)

Corisamina (6)

Dehidroqueilantifolina (5)

(-)-isocoripalmina (7)



32 2 Alcaloides debenzofenantrictina:

(±)-Bocconarborina A (24)

(±)-Bocconarborina B (25)

Bocconolina (12)

Dihidroqueleritrina (8)

Dihidroquelirubina (13)

Dihidrosanguinarina (14)

Oxisanguínarina (16)

Queleritridimerina (22)

1,3-bis-(6-hidroqueleritrinit)-acetona [32]

1,3-bis-(8-hidroqueleritrin¡l)-acetona [32]

1,3-b¡s-(11-h¡droqueleritrinil)-acetona[32]

Queleritrina (19)

Quelirubina (17)

Bocconina [32]

(±)-sanguidi merina (23a)

Sanguinarina(18)

6-acetonildihidroqueleritrina (9)

8-aceton¡[dihidroqueleritrina [32]

6-acetonildihidrosanguinarina (15)

6-metoxidihidroqueleritrina (10)

Angolina [32]

11-O-rnetildihidroqueleritrina [32]

9-metoxiqueleritrina [32]

8-metoxiqueleritrina [32]

9,10-demetilensanguinarina (20)

9,10-demet¡ien-9,10-d¡h¡drosanguinarina(21)

12-metox¡dihidroqueleritrina(11)

3 2 3 Alcaloides de protopina:

Allocriptopina (26)

Criptopina (27)

Protopina (28)



W-óx¡do de Protopina (29)

3 2 4 Alcaloides de roheadina:

Papaverrubina E (30)

Roheadina (31)

3,2 5 Otros alcaloides relacionados:

Fagaronina (36)

6-acetonildihidroavicina (32)

6-acetonildihidronitidina (33)

6-etoxidihidrosanguinarina (34)

6-metoxidihidrosanguinarina (35)



Alcaloides de tipo protoberberina

CH,

2 R1 = H R2 + R3 = OCH2O R* = R5 = OCH3

3 R1 = H R2 = OH R3 = R4 = R5 = OCH3

4 R1 = H R2 + R3 = R4 + R5 = OCH2O

5 R1 = H R2 = OH R3 = OCH3, R4 + R5 = QCH2O

CH,0

OCH,

OCH,

10



Alcaloides de tipo benzofenantridina

CH3O

OCH31

8 R i = R2 = R3 = H

9 R1 = R 3 = H R2 = CHZCOCH 3

10 R1 a R3 = H R2 = OCH3

12 R1 = R3 = H R2 = CH2OH

•O

CH,

V-¿ *1 R2

13 R1 = R2 = H R 3 = O C H 3

14 R1 = R2 = R 3 = H

15 R1 = R3 = H R2 = CH2C0CH 3

R3

CH3

17

18

19

20

R1 +R

R1 +P

R1=F

R1 =F

;2 = CH2,

¿2 = C H 2

¡2 = CH3

¡2 = R 3 =

R3

R3

R3

H

= OCH3

= H

= H

11



CH3O

CH3O

22

"CHa

>

0
0

^ \

23

23a

meso

(dl)-

>=o

H

1

^ N -

^ /

a-H

6-H y su enantiómero

CH3O., CH3O

24 25
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Alcaloides de tipo protopina

OR5

26 R 1 =H R2 + R3 = CH2, R4 = R5 = CH3

27 Ri = H, R2 = R3 = CH3 R* + R5 = CH3

28 R1 = H R2 + R3 = R4 + R5 = CH2

29

Alcaloides de tipo rhoeadina

30 R1 = R2 = H, R3 = OCH3

31 R1 =CH3, R2 = H R3 =

13



Otros alcaloides relacionados

R2 R1

32 Rt = CH2COCH3 R2 = H R3 + R4 = OCH2O

33 R1=CH2COCH3, R2 = H, R? = R4 = OCH3

34 R1 = OCH2CH3 R2 + R3 = OCH2O, R4 = H

35 R1 = OCH3 R2 + R3 = OCH2O R4 = H

,.OH

OCH,

36

14



3 3 Origen biosintético de alcaloides presentes en Bocconia,

Se ha encontrado que los alcaloides de tipo protoberberina, protopina benzofenantridina

y rhoeadina, se biosintetizan a partir de tirosina a través de alcaloides de tipo bencilisoquinolina

tetrahidroprotoberberina y protopina [34] Los compuestos benciltetrahidroisoquinolinas son

intermediarios fundamentales durante el metabolismo de los alcaloides isoquinolínicos los

cuales tienen un precursor común: (S)-reticulina. Esta afirmación ésta basada en resultados

obtenidos de experimentos con mareaje isotópico, en donde a partir de L-tirosina (37) se

obtiene (S-)-norcoclaurina (42) y (S)-coclaurina (43) hasta obtener (S)-reticulina (46) [35, 36]

Es importante mencionar que tales estudios han sido realizados con cultivos de células

de diferentes especies como: Eschscholtzia californica, Chelidonium majas, Macleaya cordata, y

Papaver bracteatum que para este caso en particular, se mencionan únicamente aquellas que

son de la familia Papaveraceae [34] Con lo cual se trata de dar una idea general de la

biosíntesis de los tipos de alcaloides encontrados en el género Bocconia, por lo que estos datos

se resumen en los siguientes esquemas:

Esquema 1 Ruta biosintética para la formación de (S)-norcoclaurina (42) a partir de L-tirosina (37)

HO.

NH2

4-Hidroxifen ilpi ornato

39

(SHiorcoclaurina

42

4-HidroxifenÜacetaldehído

41

15



Esquema 2. Formación de (S)-Reticulina (46) a partir de (S)-Norcoclaurina (42)

HO. ^ ^ / \ CH3O..

(S)-Norcoc!au!ina

42

CHgO.

CH3O

(S>-Coclaurina

43

-CH3

(S>Reticulina
46

(S>-W-Metilcoclaurina

44

•CH3

(S>3-Hidrox¡- W-metücoclaurina

45

Las rutas biosintéticas del metabolito primario L-tirosina a protoberberinas han sido

investigados con experimentos enzimáticos en plantas, y se ha encontrado que el trihidroxilado

(S)-norcoclaurina (42) es el primer sistema bencilisoquinolina formado a partir de diferentes

unidades C6-C2,

Se han delineado tres rutas biosintéticas diferentes a partir de estos experimentos La

primera involucra la secuencia de sales de protoberberina -^ tetrahidroprotoberberinas -^ sales

W-metilo -> protopinas -> benzofenantridinas La segunda va de acuerdo con la secuencia

tetrahidroprotoberberinas -> sales W-metilo -^ protopinas -^ rhoeadinas Y finalmente, la tercera

involucra la secuencia tetrahidroprotoberberinas -» hidroxitetrahidroprotoberberinas -> sales N-

metilo -+ oxoprotopinas -> espirobencilisoquinolinas o benzoindanoazepinas Estas

conversiones biosintéticas involucran N-metilación, C-metilación u oxidación en C-13, y

oxidación en C-14, o de forma alternante en C-6 o C-8 Las protopinas son intermediarios

16



principales de protoberberinas a alcaloides tipo isoquinolina, tales como benzofenantridinas,

rhoeadinas, espirobencilisoquinolinas, y bencindanoazepinas [34], esquema 3

Esquema 3 Tres rutas biosintéticas de alcaloides a partir de (S)-Reticulina (46)

CHjO.

Bentiltelrahld roisoqui nol inas Tetrahldroproloborberinas

Senzofena nlridinas

Esplrobencili soquinolinas
Bend ndarwacepi ñas

17



3 4 Alcaloides de tipo benzofenantridina,

Como se ha observado, el género Bocconia tiene una mayor abundancia de alcaloides

de tipo benzofenantridina que los otros tipos, y considerando que los hallazgos en este trabajo

han sido principalmente alcaloides de este tipo, se pondrá mayor énfasis en éstos, En principio,

es importante reconocer al sistema tetracíclico y su numeración, como se indica en la figura 1

la cual está de acuerdo a la manera en que se enumera un fenantreno [37]

Figura 1 Sistema benzofenantridina

3.. 4 1 Clasificación de los alcaloides de tipo benzofenantridina

Los alcaloides de tipo benzofenantridina están ampliamente distribuidos en la familia

Papaveraceae, encontrándose también en las familias Rutaceae y en menor proporción en

Fumariaceae [18, 32, 33].. Este tipo de alcaloides puede clasificarse dentro de seis grupos

principales [33] de acuerdo a su estructura y propiedades:

1, Hexahidrobenzofenantridina

2 Dihidrobenzofenantridina

3, W-Demetil benzofenantridina

4 Benzofenantridina cuaternaria

5 Benzofenantridina dimérica

6 Secobenzofenantridina

Esta clasificación se ha reflejado directamente al momento de nombrarlos de manera trivial

Recientemente algunos autores los han clasificado con base en su grado de oxidación y el

número de oxígenos funcionales en su estructura: pueden ser completamente aromatizados o

parcialmente hidrogenados. Los completamente aromatizados pueden ser base-O4, base-Os ó

base-Og [38], de acuerdo con el esquema 4

18



Esquema 4 Clasificación de alcaloides de tipo benzofenantridina

Alcaloides de benzofenantridina

Base parcialmente hidrogenada

-o

Base completamente aromatizada

í base 2,3 8 9-tetraalcoxi base 2 3 7 8 tetraalcoxi

Sanguinarina
18

19



3 5 Importancia farmacológica de alcaloides

Los alcaloides, en general, han demostrado poseer alguna actividad biológica, tales

como: antimicrobiana, antitumoral, antiinf[amatoria y antiviral A continuación se mencionan

algunos ejemplos:

Tabla 2 Actividad biológica determinada en algunos alcaloides

Actividad biológica

Antimicrobiana

Antiinflamatoria

Antitumoral

Antiviral

Substancia

Queleretrina (19)

Sanguinarina (18)

6-acetoni!dihidroavicina (32)

6-acetonildihidronitidina (33)

6-etoxidihidrosanguinarina (34)

6-metoxid¡hÍdrosangu¡narina (35)

Berberina (2)

Queleritrina (19)

Sanguinarina (18)

Queleritrina (19)

Sanguinarina (18)

Fagaronina (36)

Nitidina (49)

Fagaronina (36)

Referencia

39,40
40

41

41

41

40

39

42

42

43 44

43 44

43,46,47

43 45, 46

48

La mayoría de los alcaloides mencionados, a los cuales se les ha determinado su

actividad biológica, se han obtenido de otros géneros o familias diferentes a Bocconia, pero son

son substancias que están relacionados con el tipo de alcaloides que se han venido estudiando,

ya que los aislados de Bocconia, hasta ahora no habían sido bioevaluados,

20



3 6 Investigaciones previas realizadas a B, arbórea,,

Los primeros reportes que se han registrado de estudios de B. arbórea son ios

realizados por Manske en 1943, en los que estudió las hojas, la madera y la corteza En uno de

estos menciona que obtuvo queleritrina (19), protopina (28) y allocriptopina (26) [21] Veintiséis

años después reporta que obtuvo dihidrosanguinarina (14),, oxisanguinarina (16), 6-

metoxid¡hidroqueleritrina(10)yqueleritridimerina (22) [22],

En 1996, Navarro detectó actividad antimicrobiana en el extracto metanólico de las

partes aéreas (hojas y tallos) de B. arbórea, en un rastreo antimicrobiano realizado a diversas

plantas del estado de Morelos [49, 50] Posteriormente encontró que tal actividad biológica era

debida a la presencia de dihidroqueleritrina (8) y dihidrosanguinarina (14) [51] En la tesis de

Maestría de él mismo menciona que aisló dos productos que presentaron actividad

antimicrobiana: a) producto naranja (dihidrosanguinarina, 14); b) producto amarillo

(dihidroqueleritrina, 8) Los espectros de RMN 1H analizados por Navarro dan evidencia de la

presencia de mezclas de al menos dos substancias en cada muestra Dihidrosanguinarina (14)

(identificada como producto naranja) y dihidroqueleritrina (8) (identificada como producto

amarillo), son constituyentes de tales mezclas y aparentemente no son los constituyentes

mayoritarios, ya que se observó que en las mezclas también están presentes 6-

metoxidihidrosanguinarina (35) y 6-metoxidihidroqueleritrina (10) [52] En el presente trabajo se

observó que por CCF (a simple vista) 6-metoxidihÍdrosanguÍnarina (35) posee un color naranja

intenso y 6-metoxidihidroqueleritrina (10) presenta un color amarillo, lo cual también es evidente

cuando la cromatoplaca es irradiada con una lámpara de UV

Recientemente, de las partes aéreas de B arbórea se ha reportado la obtención de

bocconarborinas A (24) y B (25), 6-metoxidihidroqueleritrina (10), y el dímero de

benzofenantridina (±)-sanguidimerina (23a) Se determinó la actividad antimicrobiana de 6-

metoxidohidroqueleritrina (10), el cual confiere bioactividad al extracto metanólico de esta planta

[19] En el presente trabajo se estudia el extracto metanólico de la raíz, del cual se observó una

actividad antimicrobiana significativa Así también, se estudian las semillas de esta planta como

información adicional acerca de esta especie
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4, PARTE EXPERIMENTAL.,

4.1 Recolección e identificación del material vegetal,

Bocconia arbórea S Wats, (Papaveraceae) conocida como llora sangre", fue

recolectada el 28 de junio del 2000, en el Km 8 V% de la carretera federal Cuernavaca-

Tepoztlán, en el municipio de Tepoztlán, Morelos Se recolectaron tallos y hojas, ramas, raíz y

semillas Un ejemplar de la misma se encuentra depositada en el Herbario Nacional del Instituto

de Biología de la Universidad Nacional Autónoma de México (MEXU), con el registro 1045202

4.2 Preparación de los extractos orgánicos

Se seleccionaron las semillas y la raíz de la planta La desecación del material vegetal

se llevó a cabo a temperatura ambiente, a la sombra y posteriormente fue molido,

obteniéndose 1 17 Kg de semillas y 1 17 Kg de raíz, La extracción de este material vegetal

fue por maceración La extracción de las semillas se realizó primeramente con hexano

durante 48 h en dos ocasiones, y posteriormente con metanol durante 48 h también dos

ocasiones (esquema 5). La extracción de la raíz se realizó sólo con metanol durante 48 h en

dos ocasiones (esquema 6) Los disolventes fueron eliminados a presión reducida en un

rotaevaporador Se obtuvieron 403 g de extracto hexánico de las semillas, 42 g de extracto

metanólico de las semillas y 82 g de extracto metanólico de la raíz,

Esquema 5 D agrama de extracción de las semillas de 6 arbórea

Semillas
1.17 kg

Extracto hexánico
403 g

Hoxano. 4B h
2 ocasiones

Residuo \egetal

Extracto metanólico
42 g

MeOH, «Sh
2 ocas tonos

Residuo wgetal
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Esquema 6 Diagrama de extracción de la raíz de B arbórea

Raíz
1 17 kg

MeOH, 48 ti
2 ocasiones

Extracto metanólico
82 g

Residuo \egetal

Cada uno de los extractos obtenidos se fraccionaron en mezclas menos complejas,

mediante cromatografía en columna Las fracciones se analizaron por cromatografía en capa

fina analítica, y se reunieron de acuerdo a sus características cromatográficas Los diversos

conjuntos de fracciones se resolvieron en sus constituyentes mediante cromatografías

sucesivas en columna y/o en placa preparativa, y empleando técnicas de recristalización

4., 3 Materia] y equipo,

Para la realización de las cromatografías en columna se usó como fase estacionaria gel

de sílice (SiO2) marca Macherey-Nagel 60, malla 04-0 063/230-400 ASTM, y alúmina activada

(AI2O3) Alcoa Chemicals, grado F-20, malla 80-200 Los disolventes utilizados como fase móvil

fueron hexano, acetato de etilo, cloroformo y metanol, en diferentes proporciones Las

cromatografías fueron en fase normal, manteniendo un orden creciente de polaridad

El análisis por cromatografía en capa fina se efectuó en cromatofolios marca Macherey-

Nagel Duren, tipo Alugram SHF/UV2S4 Como reveladores se utilizaron una lámpara de rayos UV

Spectroline, modelo ENF-240C (X de 254 y 365 nm), una solución de sulfato cérico amoniacal

((NH^CeíSO^) al 1 % en ácido sulfúrico 2N, reactivo de Draggendorf (Munier y Macheboeuf)

[53,54],, y reactivo de Mayer [54, 55] estos dos últimos para la detección de alcaloides La

cromatografía en capa fina preparativa se realizó en placas preparativas Merck de 2 mm de

grosor y una superficie de 20 x 20 cm

Los puntos de fusión se determinaron en un aparato Fisher-Johns y no fueron

corregidos Las lecturas de rotación óptica fueron determinadas en un espectropolarímetro
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digital marca JASCO J720, Los espectros de ultravioleta se obtuvieron en un espectrofotómetro

Shimadzu UV160, Los espectros de espectroscopia de absorción infrarroja se obtuvieron en un

equipo FT-IR NICOLET MAGNA 750 Los espectros de espectrometría de masas se obtuvieron

en un espectrómetro marca JEOL, modelo JMS-AX505HA, utilizando la técnica de impacto

electrónico con un potencial de ionización de 70 eV, y una corriente de ionización de 100 ¿ia y

JEOL modelo JMX-SX102A para la técnica de ionización por bombardeo con átomos rápidos

(FAB) Los espectros de 1D y 2D de RMN 1H y 13C, se obtuvieron en espectrómetros analíticos

Varían, modelo Unity 300 y Unity plus 500, a 300 y 500 MHz respectivamente, asimismo un

espectrómetro Jeol eclipse 300 a 300 MHz Se utilizó como disolvente CDCl3 y en algunos

casos DMSO como codisolvente, siendo el estándar interno tetrametilsilano (TMS) para todos

los experimentos, Los valores de desplazamiento químico de los núcleos observados están

registrados en ppm Se recurrió a experimentos bidimensionales de RMN como COSY NOESY,

DEPT, HSQC y HMBC para realizar de manera inambigua la asignación de las señales

4, 4 Extracto hexánico de las semillas

El extracto hexánico de las semillas resultó ser un aceite de color rojizo con un peso de

403 g a partir de 1 17 kg de semillas (34 4 %). El extracto se analizó por RMN 1H para tratar de

dar una aproximación de los constituyentes de este aceite, El espectro de RMN 1H (300 MHz

CDCl3, espectro 1) presentó señales características para un triacilglicérido y también se

observan señales, en menor proporción, características para alcaloides (trazas, <1%) del tipo

que se han estado identificando en este estudio El triacilglicérido, constituyente mayoritario del

extracto presentó la siguiente estructura (figura 2) en el cual no se ha determinado la longitud

de las cadenas hidrocarbonadas

He o

Figura 2 Triacilglicérido del extracto hexánico de las semillas
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4 5 Cromatografía del extracto metanólico de las semillas

4.5 1 Fraccionamiento del extracto metanólico de las semillas

El extracto metanólico de las semillas (30 42 g) se adsorbió en la misma cantidad de gei

de sílice 70-230 (1:1) Se aplicó a una columna cromatográfica, empacada con gel de sílice fina

(7,5 cm de diámetro y 11 cm de altura), a presión reducida La fase móvil inicial fue hexano al

100 % con aumento del gradiente de polaridad con CHCI3, hasta eluir con este último al 100 %

Posteriormente, se aumentó el gradiente de polaridad con MeOH hasta un máximo de CHCI3-

MeOH (8:2) de la mezcla eluyente En el desarrollo de la cromatografía, se colectaron eluatos

de 400 mi cada uno, los cuales se reunieron de acuerdo a su similitud cromatográfica

obteniéndose 9 fracciones Cada una de estas fueron resueltas a mezclas menos complejas

Esquema 7 Cromatografía del extracto metanólico de las semillas

Semillas
Extracto metanólico

dihidroqueleritrina

(8)

CC con vacb.
(Hex:CHC!3:MeOH)

6,12-dimetoxidihidroqueleritrina ( 51)

6-metoxidihidroquelirubina ( 50)
6-metoxidihÍdrasanguinarina ( 35)
6-metoxidihidroqueleritiina ( 10)
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4,6 Cromatografía del extracto metanólico de la raíz,

4 6 1 Fraccionamiento del extracto metanólico de ta raíz,

El extracto metanólico (70 05 g) se adsorbieron en gel de sílice 70-230 (1:1) Se

aplicaron a una columna cromatográfica empacada a presión reducida con gel de sílice fina

(10 5 cm de diámetro y 11 cm de altura) Se eluyó inicialmente con hexano al 100 % y

posteriormente se aumentó el gradiente de polaridad de la fase con CHCI3, hasta llegar a eluir

con el 100 % de este último En seguida, se aumentó el gradiente de polaridad con MeOH hasta

llegar a un máximo de CHCl3-MeOH (8:2) de la mezcla eluyente En el desarrollo de la columna

se colectaron eluatos de 400 mi, los que se reunieron de acuerdo a su similitud cromatográfica,

y se obtuvieron 12 fracciones Cada una de estas se resolvieron a mezclas menos complejas

Esquema 8 Cromatografía del extracto metanólico de la raíz

Raíz
Extracto metanólico

CC con vacb
(Hex:CHd3:MeOH)

B C D F G J K

6-acetonildihidrosanguirtarina ( 15)
sanguidimerina (23a)

6-metoxÍdihidroqueleritrina { 10)

oxrsanguinarina (16)

6-metoxidihidrosanguinarina 35)
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5. RESULTADOS

51 Aislamiento de dihidroqueteritrina (8).

Del extracto metanólico de las semillas se aisló un sólido cuya CCF al ser revelada con

sulfato cérico amoniacal, dio una mancha de color amarillo con un halo café, Este material se

disolvió en CHCI3 caliente, se llevó a baño de hielo y cristalizó de MeOH como un sólido

cristalino amarillo que se filtró en un embudo Hirsch y se lavó con MeOH frío Se caracterizó por

sus propiedades físicas y espectroscópicas, identificándose como dihidroqueleritrina (8)

[22,28,32], Este alcaloide es un constituyente mayoritario del extracto metanólico de las semillas

(2.111 g, 0 25 % del total de material seco)

CH3O CH-,

OCH,

Sólido cristalino de color amarillo

En CCF se observa de color azul violáceo con la lampara de UV365

C21H19NO4 PM 349g/mol

Pf 164-165 °C (CHCl3-MeOH) (lit 161-162 °C) [32]

R, 0,77 Hex-CHCI3-MeOH (1,5:1,5:0 1)

RMN *H (300 MHz, CDCI3, espectro2) 5, integración, multiplicidad, J, asignación: 7 70 (1H, d,

8 7 , H-11), 7.67(1H, s. H-4), 7 50 (1H, d, 9,0, H-10), 7 47 (1H, d, 8 7, H-12), 7 11 (1H, s, H-1),

6 94 (1H, d, 9.0, H-9), 6 04 (2H, s, OCH2O), 4.29 (2H, s, 2H-6), 3.93 (3H, s 7-OCH3), 3 88 (3H,

s, 8-OCH3), 2 60 (3H, s N-CH3)

EM (IE, 70 eV, espectro 3) m/z (% ar) 349 [M]* (100), 348 (80) 334 (10), 333 (9) 332 (9), 318

(10), 304 (7), 290 (12),
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5,2 Aislamiento de 6-metoxidihidroquelirubina (50)

Un sólido obtenido del extracto metanólico de las semillas a partir de la fracción E, el

cual pudo ser identificado por el color rojo que se observó cuando su placa (CCF) fue irradiada

con una lámpara de UV^s Este sólido se solubilizó en CHCI3, en caliente, y se llevó a un baño

de hielo y se indujo recristalización con MeOR el sólido se filtró mediante un embudo Hirsch, y

se lavó con MeOH frío del cual se obtuvo un polvo blanco, que se identificó por sus

características físicas y espectroscópicas como 6-metoxidihidroquelirubina (50) [56] Se

obtuvieron 48 mg, equivalente al 0,004 % del total del peso de las semillas

50

Polvo de color blanco

En CCF se observa de color rojo con la lampara de U V ^

C22H19NO6 PM = 393 g/mol

Pf 182-184 °C (CHCb-MeOH)

Rf 0.5 Hex-CHCI rMeOH (1 5:1,5:0 1)

RO [ajo = (CHCI3) No se pudo leer debido a la alta coloración (rojiza) de la muestra,

RMN 1H (500 MHz, CDCI3, espectro 4) 5, integración, multiplicidad, J, asignación: 8 44 (1H, d,

8 5, H-11), 7,72 (1H, s, H-4), 7,46 (1H,d, 8.5, H-12),7 11 (1H, s, H-1), 6 68 (1H, s H-9), 6 07

6 03 (2H, 2d 1 5, -OCH2O-), 6 05, 6 04 (2H, 2d, 1 5 -OCH2O-) 5,31 (1H, s, H-6), 3 89 (3H, s,

IO-OCH3), 3.41 (3H, s, 6-OCH3), 2 74 (3H, s, CH3-N)

RMN i 3C (125 MHz CDCI3, espectro5) 5, asignación: 152,51 (C-10), 147 77 (C-3) 147 35 (C-2,

C-8), 139 19 (C-7), 138 35 (C-4b), 130 54 (C-12a), 126 83 (C-4a), 124 63 (C-11). 122 93 (C-12)

122 54(C-10b), 114 90(C-6a) 113 09(C-10a) 104 32(C-1), 101.77 (-OCH2O-),100 91
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(OCH20-), 100.45 (C-4). 95.81 (C-9), 85 98 (C-6), 56,69 (10-OCH3), 54 21 (6-OCH3), 40,13

(CH3-N),

EM (IE, 70 eV, espectro 10) m/z(% ar) 393 [M]* (24), 363 (27), 362 (100), 347 (19), 332 (13),

318 (6) 302 (4), 261 (7) 246 (5) 181 (9), 145 (9)
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5,3 Aislamiento de 6-acetoniIdihidrosanguÍnarína (15)..

Al residuo que constituye la fracción C del extracto metabólico de la raíz (2,3883 g), se le

realizó cromatografía en columna abierta,, empacada con alúmina La columna de 50 cm de

altura y 2 5 cm de diámetro, se eíuyó con mezcla de Hex-CHCl3 (1:1), con eluatos colectados de

50 mi, y gradualmente se aumentó la polaridad de la mezcla eluyente, hasta CHCI3 al 100 %, y

posteriormente con mezcla de CHCI3-MeOH (80:20) como máximo de polaridad, Las

subfracciones 4 a 8 se reunieron de acuerdo a su similitud cromatográfica y de ellas, por

recristalización por par de disolventes CHCI3-éter isopropílico, se obtuvo un polvo amarillo (65

mg, 0 006 %) que, de acuerdo a sus características espectroscópicas, se identificó como (±)-6-

acetonildihidrosanguinarina (15), Este alcaloide ya ha sido aislado de las partes aéreas de esta

especie [23, 57],

15

Polvo de color amarillo

En CCF se observa de color azul-violáceo con lámpara de UV^s

CzjHigNO., PM = 389 g/mol

Pf 185-186 °C (CHCI3-éter isopropílico) (lit: 194-195 °C [57])

R, 0 7 Hex-CHCI3-MeOH (15:1,5:01)

RO [<x]D 0 (CHCI3)

UV X max (MeOH) nm (log s) 212 (4 44), 236 (4 54), 285 (4 54), 323 (4 17)

RMN 1H (300 MHz, CDCI3, espectro 11)5, integración, multiplicidad, J, asignación: 7 69 (1H,

d, 8 7 H-11), 7,53 (1H, s, H-4), 7 48 (1H, d, 8 7, H-12), 7.33 <1H, d 8 1, H-10), 7 10 (1H, s, H-

1), 6,86 (1H, d 8,1, H-9), 6.04 (4H, m 2 -OCH2O-) 4.87 (1H, dd, 10,0, 4 0, H-6),, 2.66 (1H, dd

15 0,10,0, H-13A), 2.65 (3H, s, N-CH3), 2 30 (1H, dd, 15 0., 4 0, H-13B) 2,06 (3H, s, -COCH3)

EM (IE, 70 eV espectro 12} m/z (% ar) 389 [M]+ (14), 333 (23), 332(100) 317 (13), 316 (4), 274

(5).
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5,4 Aislamiento de sanguidimerina (23a),

De la misma fracción C, descrita anteriormente, a partir de las subfracciones 10 a 12 se

obtuvo un sólido, el cual se soiubilizó en la mínima cantidad de cloroformo, en caliente, se llevó

a baño de hielo y se recristalizó de MeOH Se filtro y se lavó con MeOH frío, se obtuvo un sólido

cristalino (120 mg, 0,12 %), en forma de agujas, de color amarillo, el cual con base en sus

características físicas y espectroscópicas, se identificó como (±)-sanguÍdÍmerina (23a) [23,58-

60] Aunque de estructura ya conocida, este alcaloide no había sido aislado de Bocconia

O
23a

Polvo cristalino (agujas) de color amarillo,

En CCF se observa de color azul violáceo con la lámpara de UV^s

C43H32N2O9 PM = 720 g/mol

Pf 194-196 °C (CHCI3-MeOH) (lit: 174 °C [59])

Rf 0 75 Hex-CHCl3-MeOH (15:15:01)

RO [a]D 0 ° (CHCI3.I 5 mg/ml)

IR (CHCI3,espectro 13) vmax 3693, 2946, 2895, 2804, 2778, 1713 1603, 1501, 1464 1442,

1416 1360,1211,1186 1153 1124,1100 1043 947 ,860cm 1

RMN 1H (300 MHz, CDCI3, espectro 14) 8, integración, multiplicidad, ;, asignación: 7 57 (2H d

8 7, H-11, H-11'), 7 44 (2H, s H-4 H-4), 7 37 (2H, d, 8.4, H-12, H-12') 7 24 (2H, d, 8 4, H-10,

H-10'), 7 01 (2H. s H-1 H-1'), 6 79 (2H, d, 8.1, H-9, H-9'), 6 06 (4H, dd, 1 5, 2 x OCH2O), 5 97
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(4H, cid, 1,2, 2 x OCH2O), 4 92 (2H dd, 10 5, 3 5, H-6 H-61), 2 62 (6H, s, N-CH3, N-CH3'}, 2,47

(2H, dd, 15 9,10 5, H-1 A, H-3' A) 2 20 {2H, dd, 15 9 3 5, H-1 'B, H-3"B)

RMN 13C (75 MHz, CDCI3 espectro 15) 5 (asignación): 206 88 (C-2"), 148 08 (C-3, C-3'), 147 43

(C-2, C-2'), 147,16 (C-8, C-8'), 144 23 (C-7, C-7'), 139,28 (C-4b, C-4b'), 130 88 (C-12a C-12a'),

127,44 (C-4a, C-4a'), 125 69 (C-10a C-10a') 123 84 (C-12, C-12'), 123 38 (C-10b, C-10b'),

119 91 (C-11.C-11"), 116,27 (C-6a C-6a'), 116 18 (C-10, C-10'), 107 29(0-9,0-9'), 104 28 (C-

1, C-1'), 101.60 ( 2 x OCH2O), 100 93 (2 x OCHaO), 100,65 (C-4, C-4'), 53 96 (C-6 C-6'), 47,23

(C-1", C-3"), 43,04 (N-CH3, N-CH3'),

EM (1E, espectro 20) miz (% ar) 720 [M]+ (5), 389 (3), 332 (100) 317 (7)
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5,5 Aislamiento de 6-metoxidihidrosanguinarina (35).

Con la fracción E (6,976 g) del extracto metanólico de la raíz, que comprende los eluatos

94-106 de la columna de fraccionamiento se realizó una CC abierta empacada con alúmina, de

24 cm de altura y 4 5 cm de diámetro Se eluyó con mezcla de Hex-CHCI3 (1:1), con aumento

gradual de la polaridad de la mezcla eluyente hasta llegar a CHCI3 al 100 % y posteriormente se

aumenta con MeOH hasta un máximo de CHCI3-MeOH (80:20), colectando eluatos de 50 mi En

las subfracciones 7 a 15 se observa un sólido, el cual se reúne en un matraz, se disuelve en

CHCI3 caliente, y posteriormente se coloca en baño de hielo Se induce recristalización con una

espátula y se le agregan gotas de MeOH, Se obtiene un residuo cristalino el cual se separa por

filtración en un embudo Hirsch, y se lava con MeOH Se obtiene un polvo color naranja tenue

(1 323 g, 0,13 %), que mediante el análisis de sus propiedades físicas y espectroscópicas

resultó ser un alcaloide de tipo benzofenantridina, identificado como (-)-6-

metoxidihidrosanguinarina (35) [61,63].

" • C H ,

OCH3

35

Polvo cristalino color amarillo naranja tenue

En CCF se observa de color naranja intenso con la lámpara de UV365

C21H17NO5 PM 363g/mol

Pf 255-256 °C (CHCI3-MeOH) (lit: 195-197 *C [63])

R, 0 45 Hex-CHCI3-MeOH (1 5:15:01)

RO [a]D -21 5o (CHCI3, 1 16 mg/ml)

IR (CHCÍ3, espectro 21) vm3X 3693, 2948 2901, 1690, 1644, 1598, 1502 1477, 1443, 1415,

1359, 1320,1290,1256, 1168, 1125 1044, 944, 862 c m 1

UV Xmax(EtOH)nm( logs)211 (4 46) 235(4 56) 284 (4 59) 323 (4 23)
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RMN 1H (300 MHz, CDCI3 espectro 22) 5, integración, multiplicidad, 1, asignación: 7.75 (1H, d

9 0, H-11), 7,69(1H s H-4), 7 48 (1H, d, 9 0, H-12) 741 (1H,d, 9 0 H-10), 712 (1H,s. H-1),

6 93 (1H, d, 9.0, H-9), 6,12 (2H, d, OCH2O) 6 05 (2H, dd, 0CH20) 5 37 (1H, s H-6), 3 46 (3H,

s, OCH3), 2 79 (3H, s, N-CH3)

RMN 13C (75 MHz, CDCI3, espectro 23) 5 (asignación): 148.08, 147.43, 147 23, 145.26, 138,18,

13107, 126,84, 125 75, 123,74 (C-12), 122,79, 120 21 (C-11), 116 35 (C-10), 113 14, 108 84

(C-9), 104,65 (C-1), 101,73 (OCH2O), 101,06 (OCH2O), 100,62 (C-4), 85 89 (C-6), 54,09 (O-

CH3), 40,87 (N-CH3)

EM (IE, 70 eV, espectro 25) m/z(% ar) 363 [M]+ (17), 332 (100), 317 (12), 166 (12)
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5 6 Aislamiento de oxisanguinarina (16)

De la misma cromatografía realizada a la fracción E del extracto metanólico de la raíz, se

obtuvo, de la subfracción 23-27, un polvo amarillo (42 mg, 0 004 %) que al ser observado por

CCF, aparece junto con una mancha naranja y amarilla (las cuales corresponden a 6-

metoxidihidrosanguinarina y 6-metoxidihidroqueleritrina, respectivamente), siendo esta la

substancia de mayor polaridad Se identifica por CCF como una mancha de color azul claro al

ser vista con la lámpara de UV, y al ser revelada con sulfato cérico amoniacal se observa como

una mancha color café Esta substancia se diferenció de los otros alcaloides aislados por ser

casi insoluble en CHCI3, propiedad que sirvió para separarla de dicha subfracción, se analizó y

caracterizó por sus propiedades físicas y espectroscópicas como oxisanguinarina (16) [62-64]

CH*

16

Polvo de color amarillo

En CCF se observa de color azul claro con la lámpara de UV365

C2oH13N05 PM 347g/mol

Pf mayor a 290 °C (MeOH-CHCI3) (lit: 354-356 °C [64])

Rf 0,35 Hex-CHCI3-MeOH (1 5:1 5:0,1)

RMN 1H (300 MHz, CDCl3 + DMSO, espectro 26) 5, integración, multiplicidad, J, asignación:

7 99 (1H, d, 9,0), 7 78 (1H d, 9,0), 757(1H,s, H-4), 7,54 (1H, d, 9.0). 7 26 (1H, d, 9 0), 7 17

(1H, s, H-1), 6 27 (2H, s, OCH2O), 6 11 (2H, s, OCH2O), 3 90 (3H, s, N-CH3)

EM (IE, 70 eV espectro 27) m/z (% ar) 347 [M]+ (100), 346 (47), 318 (20) 302 (5), 289 (12),

274 (7), 260 (5), 246 (4), 232 (4), 203 (7}, 188 (7)
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5,7 Aislamiento de 6-metoxidihidroqueleritrina (10)

De las fracción E (6 97 g), F (2 09 g), G (6,31 g), y H (2 62 g) del extracto metanólico de

la raíz se obtuvo un polvo amarillento que por CCF se presenta como una mancha de color

amarillo, esta cromatoplaca, al ser revelada con sulfato cérico amoniacal, presenta una mancha

de color amarillo Cada una de estas fracciones, las cuales fueron tratadas por separado, se

cromatografiaron en columnas abiertas eluidas por gravedad empacadas con alúmina y eluidas

con fase móvil de Hex-CHCl3 (1:1) Las subfracciones donde apareció esta substancia colorida

se reunieron y posteriormente el sólido obtenido fue purificado por recristalización Cada sólido

se solubilizó en CHCI3 caliente y posteriormente se enfrió en baño de hielo, se recristalizó de

éter isopropííico Se obtuvieron sólidos blancos los cuales fueron filtrados mediante un embudo

Hirsch, A estos polvos se les determinaron sus propiedades físicas, y por estas y por sus

propiedades espectroscópicas se dedujo que dichos productos se trataban de (-)-6-

metoxidihidroqueleritrina (10) [22,23] Este alcaloide, ya conocido, es un constituyente

mayoritario de la raíz (1 928 g, 0 19 %) y minoritario de las semillas (82 6 mg, 0 010 %).

• O

CH3O

OCH3 OCH3

10

Polvo de color blanco amarillento

En CCF se observa de color amarillo intenso con la lámpara de UV254 y UV365

C22H21NO5 PM 379g/mol

Pf 244-246 °C (CHCI3-éter isopropilico); lit: 248-250 °C [23]

R, 0 3 Hex-CHCI3-MeOH (1.5:1 5:0.1)

RO [a]D -18 0 (CHCU, 1 33 mg/ml)

RMN 1H (300 MHz, CDCl3, espectro 28) S, integración, multiplicidad, asignación: 7.78 (1H, d,

8.7, H-11), 7.70(1 K s, H-4), 7.62 (1H, d , 8 7 , H-10), 7.47 (1H, d, 8.7, H-12), 7,12(11-1 s, H-1),

7,04 (1H, d, 8 7, H-9), 6 05 (2H s, OCH2O), 3 96 (3H, s 7-OCH3), 3 92 (3H, s, 8-OCH3), 3 46

(3H, S, 6-OCH3), 2 76 (3H, s, N-CH3)

EM (lE)m/z(% ar) 379 [Mf (15) 349 (27), 348 (100), 333 (16), 332 (12), 318 (11) 290 (15).
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5..8 Aislamiento de 6,12-dimetoxídihidroqueleritrina (51)

La fracción D del extracto metanólico de las semillas (4 22 g), se adsorbió en gel de

sílice 70-230 y aplicada a una columna abierta tipo flash, la cual se comenzó a eluir con CHCI3

al 100 % v/v, y se fue aumentando gradualmente la polaridad de la fase móvil con MeOH De la

subfracción 20 (polaridad de la mezcla eluyente CHCI3-MeOH (96:4)), se obtuvo un sólido que,

por recristalizaciones sucesivas de CHCI3-MeOH se logró purificar una sustancia de color

blanco (68 mg, 0,008 %), que fue analizada e identificada como (-)-6,12-

dimetoxidihidroqueleritrina (51), es el alcaloide de mayor polaridad que se ha aislado de

Bocconia, de estructura novedosa y cuyas características físicas y espectroscópicas se

presentan a continuación:

OCH-,

CH3O y ^v- CH3

0CH3 0CH3

51

Polvo de color blanco

En CCF se observa de color amarillo-limón con la lámpara de UV365

C23H23NO6 PM 409g/mol

Pf 245-247 °C (CHCIrMeOH)

R, 0 18 CHCb-MeOH (3,0:0 3)

RO [a]D -10,6o (CHCb 1 6 mg/ml)

IR (CHCI3, espectro 30) Vrraj: 2940, 2906 2842, 1773, 1708, 1666, 1601, 1541, 1497, 1465,

1387, 1347, 1295 1270, 1081, 1041, 942, 872 cm'1

UV X max (CH3CN) nm (log s) 220 (4,57) 290(4 67) 325(4.14).

RMN 1H (500 MHz, CDCI3, espectro 31) 5, integración, multiplicidad, J, asignación: 7.68 (1H d,

0 5, H-4), 7 58(1H, d ,8 5 H-10), 7.56 (1H d, 0 5 H-1) 7 13(1H, s H-11) 7 04(11-1, d 9.0, H-
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9), 6 05 (2H dd, 40, 15, OCH2O), 5 50 (1H, s, H-6), 4 02 (3H, s, 12-OCH3), 3 96 (3H, s 7-

OCH3), 3 93 (3H, s, 8-OCH3), 3.45 (3H, s, 6-OCH3), 2.67 (3H, s, CW3-N)

RMN 13C (125 MHz, CDCI3, espectro 32) 5 (asignación): 15219 (C-8, C-12), 148 39 (C-3)

147,12 (C-7), 14684 (C-2), 131.89 (C-4b), 127,97 (C-4a), 125,97 (C-6a) 12506 (C-10a)

122 74 (C-12a), 122,35 (C-10b), 118,78 (C-10), 112,77 (C-9), 101,04 (OCH2O), 100,53 (C-4),

99 75 (C-1) 98 77 (C-11), 86,14 (C-6) 61,66 (7-OCH3), 55 96 (8-OCH3), 55 69 (12-OCH3),

54 02 (6-OCH3), 40 41 (CH3-N)

EM FABHR m/z 409 1518 [M + H]* para C23H23NO6 (caled [M + H]+ m/z 409 1525)

EN! (IE, 70 eV, espectro 37) m/z (% ar) 409 [M]* (15), 378 (100), 363 (16), 348 (13), 334 (5),

320(11), 189(12)
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5 9 Aislamiento del ácido 20-ep/-katónico (52),

E! ácido 20-epi-katónico, sólido cristalino, incoloro, se obtuvo del extracto de

diclorometano de las partes aéreas de B arbórea El extracto de diclorometano (40 g) se

adsorbió en gel de sílice 70-230 en proporción (1:1), se aplicó a una columna empacada con

sílice fina y se desarrollo a presión reducida La columna se eluyó con hexano y se aumentó

gradualmente la polaridad con acetato de etilo, de la cual se obtuvieron 15 fracciones las

cuales se reunieron de acuerdo a su similitud cromatográfica Una de las fracciones (1 132 g) se

recromatografió en una columna empacada con sílice 70-230 suspendida Se comenzó a eluir

con CHCI3 al 100 % y se aumentó la polaridad de la mezcla con AcOEt, Se obtuvo un residuo

de color café (0,270 g) cuya CCF al ser revelada con sulfato cérico amoniacal presentó una

mancha de color café, Este residuo fue solubilizado en CHCI3 en caliente y se llevó a baño de

hielo Se indujo recristalización con gotas de MeOH, Recristalizó un sólido cristalino incoloro

que fue lavado con MeOH frío Este sólido cristalino (95 mg) fue caracterizado estructuralmente

mediante sus propiedades físicas y espectroscópicas, y resultó ser un triterpenoide pentacíclico

funcionalizado con un grupo OH en la posición 3 y un grupo carboxilo en la posición 20,

identificándose como el ácido (+)- 20-ep/-katónico (52), el cual es de estructura novedosa,

HOOC

HO

Sólido cristalino incoloro

C30H48O3 PM 456g/mol

Pf 271-272 °C(CHCI3-MeOH)

R, 0,2 Hex-CHCI3-MeOH (1 5:1 5:0.1)

0 4CHCI3-MeOH (3:0 1)

RO [<x]D + 9 8 26° (c=1 15 mg/mí, CHCI3)
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IR v ^ (CHCb, espectro 38) 3615, 3519, 2928, 2859, 1736, 1698, 1602, 1459, 1384, 1125

1066,991 cnr1

UV W(EtOH) nm (log e) 207 (3 69), 279 (2.76).

RMN 1H (500 MHz, CDCI3, espectro 39) 5, integración, multiplicidad, J, asignación: 1 58 (1H,

dd, 6 0, 3 5, H-1p), 1,32(1H, dd, 9 5, 4.5, H-1a) 1,54, (1H, dd, 6 5, 3,5, H-2p), 1 93 (1H, m, H-

2a), 3,44 (1H, dd, 2,5, 2,5, H-3p), 1,24 (1H, dd 9 0, 2 0 H-5a), 1 44 (2H, m, H-6a H-6p) 1 33

(2H, m, H-7a, H-7p), 1.71 (1H, t, 9,0, H-9a), 1,89 (2H, m, H-11a, H-11p), 5 28 (1H, dd, 3 5, 3 5,

H-12), 0,99 (1H, ddd, 13 5, 4.5, 3.0, H-15p), 1.78 (1H, ddd, 13 5, 13.5,4 5, H-15a). 1 94 (1H, m

H-16p), 0 87(1H, m, H-16a), 1 97 (1H, dd, 9,0, 4,5, H-18p) 1 87 (1H, dd, 4,0 3,5, H-19p), 1 66

(1H, dd, 13 5,13,5, H-19a), 1,91 (2H, m, H-21p), 1 31 (1H, m, H-21a), 1 36 (2H, m, 1 36, H-22a,

H-22p), 0 97 (3H, s. CH3-23), 0 86 (3H, s, CH3-24), 0 95 (3H, s, CH3-25) 0 97 (3H, s CH3-26),

1,17 (3H, s CH3-27), 0 81 (3H, s, CH3-28), 1 19 (3H, s, CH3-29)

RMN 13C (125 MHz, CDCI3, espectro 40) 5 (asignación): 32,53 (C-1), 25.08 (C-2), 76.52 (C-3),

36,96 (C-4), 48,85 (C-5), 18,29 (C-6), 31 98 (C-7), 39.97 (C-8) 47,29 (C-9), 37 34 (C-10), 23,34

(C-11), 122,68 (C-12), 144 36 (C-13), 41.61 (C-14), 2610 (C-15), 26,92 (C-16): 32,91 (C-17),

48,21 (C-18), 4277 (C-19), 43,98 (C-20), 31.09 (C-21), 38 26 (C-22), 28 29 (C-23), 22 27 (C-

24), 15,31 (C-25), 16,76 (C-26), 26,28 (C-27), 28,10 (C-28), 23,65 (C-29), 181 70 (C-30)

EM FABHR m/z456,3586 [M + H]+ para CMH^OS (caled [M + H]* m/z 456 3603)

EM (IE, 70 eV, espectro 46) m/z(% ar) 456 [M]+ (4) 248 (100), 233 (5) 207 (6), 190 (12)

5.10 Formación del 20-ep/-katonato de metilo (53)..

En un matraz Erlenmeyer de 25 mi fueron colocados 37 8 mg del ácido 20-ep/-katónico y

se le adicionó gotas de una solución etérea de diazometano, hasta que ya no se observó

burbujeo, El exceso de diazometano se dejó evaporar Por CCF se observa que la reacción se

llevó a cabo en su totalidad, por comparación con el R/del ácido De esta manera se obtuvo el.

(+)-20-epM<atonato de metilo (53), también de estructura novedosa, y se determinaron sus

propiedades físicas y espectroscópicas
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CH3OOC

HO

Sólido blanco

C31H50O3 PM 470g/mol

Pf 205-206 °C (CHCl3-MeOH)

R, 0 5 Hex-CHCls-MeOH (1 5:1,5:01)

RO [a]D + 88,71 ° (c= 1 24 mg/ml, CHCl3)

IR vmax (CHCI3, espectro 47) 3621, 2950, 2929, 2861, 1721, 1602, 1459, 1384, 1314, 1162,

1086,1067,991 cm"1

RMN 1H (500 MHz, CDCI3, espectro 48) 6, integración, multiplicidad, J, asignación: 3,41 (1H, dd,

2.5, 2 5, H-3p), 1 26 (1H, dd, 9 0, 2 0, H-5a), 1.69 (1H, dd, 9,0 9.0, H-9a), 5,28 (1H, dd, 3,5,

3.5, H-12), 0,99 (1H, ddd, 13 5, 4 5, 3 0, H-15a), 1 77 (1H, ddd, 13,5, 13 5, 4 0, H-15p), 0 88

(1H, m, H-16a), 1 95 (1H, m, H-16p), 1,97 (1H, dd, 13 5, 4 0, H-18p), 1,62 (1H, dd, 13 5, 13,5,

H-19a), 1 86 (1H, dd, 13,5, 4 0, H-190), 0,96 (3H, s, H-23), 0 85 (3H, s, H-24), 0,95 (3H, s, H-

25), 0,96 (3H, s, H-26), 1 27 (3H, s, H-27) 0,78 (3H, s, H-28), 1 52 (3H, s, H-29), 3 68 (3H, s,

OCH3)

RMN 13C (125 MHz, CDCI3, espectro 49) 8 (asignación): 32,53 (C-1) 25,22 (C-2), 76,17 (C-3),

37 02 (C-4), 48,95 (C-5), 18,29 (C-6), 31,92 (C-7), 39 95 (C-8), 47.42 (C-9), 37,35 (C-10), 23 38

(C-11), 12266 (C-12), 144 39 (C-13) 41 61 (C-14), 26 09 (C-15), 26 97 (C-16), 33 04 (C-17),

48 21 (C-18), 42 88 (C-19), 44 29 (C-20), 31 31 (C-21), 38 42 (C-22), 28,25 (C-23), 22 30 (C-

24), 15 25 (C-25), 16 77 (C-26), 26 09 (C-27), 28 18 (C-28), 28 53 (C-29), 177,74 (C-30), 51,49

(COOCH3),

EM (IE, 70 eV, espectro 50) m/z (% ar) 470 [M]+ (5), 452 (2), 437 (3), 411 (3), 262 (100), 247

(3) 203 (8), 190 (10)189 (6), 147 (8),
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6, DISCUSIÓN DE RESULTADOS

61 Caracterización del triacilglicérido A

Del extracto hexánico de las semillas de 6 arbórea se obtuvo un aceite rojizo, el cual fue

analizado por RMN 1H (300 MHz, CDCI3, espectro 1), en donde se observa un espectro

prácticamente limpio, y en donde se distingue una señal múltiple de 8 5 37 5 32 con una

integración para 12H que por su desplazamiento pueden asignarse a protones vinílicos Están

presentes dos señales doble de doble, centradas a 6 429 y 4 14 que integran para dos

protones cada una, estos protones son gemínales a oxígeno, Las constantes de acoplamiento

para la señal a 8 4 29 (12 y 4 5 Hz), corresponden a un acoplamiento geminal entre los protones

Hb y He, y a un acoplamiento anti de Hb con Ha, respectivamente (ver figura 3) Las constantes

de acoplamiento para la señal doble de doble a 8 4 14 (12 y 6 Hz), están de acuerdo con

acoplamiento geminal entre Hb y He e indican un acoplamiento syn entre He y Ha, como en la

figura 3,

Hb p Figura 3

Fragmento de triacilglicérido que

muestra los protones que

presentan acoplamiento

Con base en la información anterior se propone una estructura de tipo triacilglicérido con

posibles tres enlaces dobles sustituidos A 8 2 77 se observa una señal triple que integra

para seis protones, asignados a protones doblemente alílicos (señal d) Esta integración y la

presencia de enlaces dan evidencia de fragmentos como el de la figura 4

Figura 4.

Protones doblemente

alílicos en 6 2 77
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La seña! doble de doble centrada en 5 2,04 con una integración para doce protones se

asigna a los protones vinílicos del fragmento anterior, A 5 2 31 se encuentra una señal triple que

integra para seis protones asignables, por su desplazamiento químico a tres metilenos vecinos

a carbonilo de éster (señal e), el cual puede ser resultado de la condensación de grupos

hidroxilos del glicerol con residuos de ácidos grasos Adicionalmente, se observa una señal

múltiple 6 1 61 que integra para seis protones correspondientes a hidrógenos en posición p al

carbonilo (señal g), dos señales sencillas 8 1 1 y 13 que integran para 44 protones asignados a

22 metilenos de los residuos de ácidos grasos (señales h), y por último, una señal múltiple en 5

0,89 que integra para nueve protones que corresponden a tres metilos terminales (señal i) de

las cadenas de los residuos de ácidos grasos

Dentro de los ácidos grasos no saturados con uno o más dobles enlaces por molécula

los más importantes son los ácidos oleico, linoleico y linolénico

COOH Acido oleico

"COOH Acido linoleico

COOH Acido linolénico

La configuración de los dobles enlaces es casi invariablemente c/s, en lugar de trans,

que es más estable

De la integración de la información anteriormente descrita, se deduce la estructura

promedio para el triacilglicérido A en donde la ubicación específica de las cadenas C-1, C-2 o

C-3 no está definida En el espectro de RMN 1H (espectro 1, página 84) están indicadas las

señales

CH3

He

Triacilglicérido A
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6 2 Caracterización de dihidroqueleritrina (8)

De la fracción D del extracto metanólico de las semillas se aisló y purificó un sólido

cristalino de color amarillo, el cual mostró en el espectro de masas (ÍE, 70eV, espectro 3) un ion

molecular a m/z 349 que sugiere una fórmula molecular C21H19NO4 Fue caracterizado mediante

RMN 1H {300 MHz, CDCI3, espectro 2), en el que se observan las siguientes señales: En 8 2.60

hay una señal sencilla intensa con integración para 3H la cual es característica de grupo metilo

unido a nitrógeno Se observan dos señales sencillas intensas a 8 388 y 3.93 con integración

de 3H para cada señal, las cuales corresponden a grupos metoxilo aromáticos A 8 4,29 está

presente una señal sencilla que integra para 2H la cual corresponde a un metileno A 8 6 04 se

observa una señal sencilla con integración para 2H que de acuerdo a su desplazamiento

químico, se trata un grupo dioximetileno, En la región de los protones aromáticos se distinguen

cinco señales: a 5 6,94 una señal doble con integración para 1H {J- 8,7 Hz), que por el valor de

su constante de acoplamiento forma parte de un sistema AB En S 711 aparece una señal

sencilla con integración de 1H Hacia 8 7 49 está una señal triple la cual integra para 2H, el

valor de la constante de acoplamiento para cada parte de esta señal, es de 9.0 y 8.7 Hz por lo

que dicha señal no llega a ser simétrica y no puede considerarse como una señal triple sino

como dos señales dobles, en la que dos señales dobles están encimadas Tales señales dobles

están centradas en 8 7 47 (J = 8,7 Hz), y 8 7 50 (J = 9 0 Hz), por lo que también forman parte de

un sistema AB, Una señal sencilla en 5 7,65 que integra para 1H, y por último se observa una

señal doble a 8 7 70 (7 = 8,4 Hz), con integración para 1H Por lo anterior, se considera que

existen dos sistemas AB, los cuales por el experimento COSY se logra definir cada uno de

ellos, Por lo tanto, se deduce que esta substancia es de tipo benzofenantridina, funcionalizada

con un grupo dioximetileno en las posiciones 2, 3, y con metoxilo en las posiciones 7 y 8 Tiene

dos hidrógenos en la posición 6, los cuales, al ser equivalentes, sólo se observan como una

señal sencilla Por lo tanto, esta molécula se identifica como dihidroqueleritrina (8) [22,28], la

cual es un alcaloide mayoritario del extracto metanólico de las semillas Este alcaloide ya ha

sido reportado por Manske para B arbórea, y por Sticher para B integrifolia [22 28]
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CH3O CH3

OCH3
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6.3 Caracterización de 6-metoxidihidroquelirubina (50)

Esta substancia es polvo blanco amarillento, obtenido de la fracción C del extracto

metanólico de las semillas El espectro de masas (IE, 70eV, espectro 10) presenta un ion

molecular a m/z 393 que permite proponer una fórmula molecular C22H19NO6,

El espectro de RMN jH (500 MHz, CDCl3l espectro 4) presenta una señal sencilla a 5

2,74, con integración para 3 H, la cual corresponde a un grupo metilo unido a nitrógeno Se

observa otra señal sencilla a 5 3.41 cuya integración es para 3H, la cual es característica para

un grupo metoxilo alifático. Esta presente una señal sencilla a 5 3 89, con integración para 3H,

corresponde a un grupo metoxilo aromático, A S 5.31 aparece una señal sencilla con integración

para 1 H, Una seña! múltiple que bien pudiera corresponder a cuatro señales doble que están

centradas en 8 6 07 6 05, 6 04, 6.03 (J = 1.5 Hz) con una integración total de 4H, lo cual hace

suponer que se trata de dos grupos dioximetilenos, ya que el desplazamiento químico en esta

posición es característico para este grupo funcional En la región de protones aromáticos se

observan cinco señales: una señal sencilla a 5 6 68 con integración para 1H; otra señal sencilla

que aparece a 5 7.11 con integración para 1 H; dos señales dobles centradas a S 7.46 (J= 8 5

Hz) y 8,44 (J= 8 5 Hz), con integración de 1 H cada una, que conforman un sistema AB, por

último se observa una señal sencilla a 8 7.72, con una integración para un 1H Lo anterior, lleva

a una deducción de un total de diecinueve protones, seis oxígenos y un nitrógeno,

El espectro de RMN 13C (125 MHz, CDCl3, espectro 5) presenta un total de 21 señales

Por medio del experimento DEPT, se dedujo el grado de hidrogenación para algunos carbonos

obteniéndose: tres metilos, dos metilenos y seis metinos, dando un total de once carbonos

protonados, que por diferencia del espectro de RMN 13C se deduce un total de al menos diez

carbonos no protonados De los metilos observados, uno de ellos está unido a nitrógeno y dos

de ellos corresponden a los grupos metoxilo Los metilenos que se observan en el espectro

DEPT y de acuerdo al desplazamiento químico presentado, se refieren a los grupos

dioximetilenos El experimento de correlación ^ - " C bidimensional, HSQC, con el cual se

observan interacciones heteronucleares a un enlace permite confirmar los fragmentos

estructurales anteriormente descritos Comparando con la fórmula molecular deducida por

espectrometría de masas, la diferencia es un carbono, el cual puede estar presente en el

espectro de RMN 13C pero como señal encimada Al observar en la región que correspondería a

carbonos cuaternarios o aromáticos de dicho espectro, a 8 147 35 hay una señal de mayor
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intensidad respecto a las que están en esta región, por lo que se establece que a este

desplazamiento químico resuenan dos carbonos

Con base en todos los datos anteriores, se propone para esta molécula un esqueleto

estructural principal de tipo benzofenantridina En él cual los dos grupos dioximetilenos pudieran

estar conectados en las posiciones 2, 3 y 7 8 como se ha venido observando que sucede para

este tipo de sistemas, Tomando como base este sistema benzofenantridina sólo queda por

conectar los fragmentos restantes, La señal que aparece a 5 341 que corresponde a un

metoxilo alifático debe de estar unido en una posición no aromática de la molécula, que es la

posición 6 del mencionado sistema El otro substituyente de esta posición debe de ser el protón

que aparece a S 5 31, el cual no es aromático, pero que esta desplazado a campo bajo debido a

que es geminal al metoxilo alifático, Ahora, falta por conectar los fragmentos correspondientes a

las señales que aparecen en la región de protones aromáticos, en donde dos señales sencillas

deben corresponder a los protones de las posiciones 1 y 4 del sistema

CH3O-
Figura 3

Región que falta por asignar

en el fragmento estructural de

benzofenantridina

Los fragmentos restantes son un metoxilo aromático un sistema AB y una señal sencilla

los cuales tienen que ser acomodados en las posiciones 9, 10 y 11, 12, Para realizar la

conexión inambigua de estos fragmentos se recurre al experimento NOESY En donde se

observan las siguientes correlaciones espaciales:
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Figura 4 Interacciones selectas por NOESY para 6-metoxidÍhidroquelirubina (50)

En este experimento se observa una interacción de H-6 con el metilo del nitrógeno, lo

que establece que se encuentran del mismo lado, guardando una relación syn, no

observándose interacción alguna entre el metoxilo en 6 y el metilo del nitrógeno, guardando por

lo tanto una relación anti.

Mediante el experimento HSQC se determinó el desplazamiento químico de los

carbonos protonados, estos datos se encuentran en la tabla 4 Asimismo el experimento HMBC

permitió establecer las correlaciones heteronucleares a dos y tres enlaces necesarias para

confirmar la propuesta estructural para 50, cuyos datos se encuentran en la tabla 3.

Tabla 3 Correlaciones observadas por HMBC para 6-metoxidihidroquelirubina (50)

H 8 >i Carbonos que correlacionan (51 C)

C-3(147 77),C-11 (12463) C-4a (126.83) 0-12(122.93)

C-2(147 35) C-4b(138 35) C-12a(130 54)

C-4b(138 35) 0-6(85.98)

C-4b (138 35) C-10a (113 09), 6-OCH3 (54 21), N-CH3 (40 13)

C-6 (85 98)

C-10(152 51) 0-8(147.35) 0-7(139 19) C-10a (113.09)

0-10(152 51)

C-4b(138 35) C-12a (130.54) C-10a(113 09)

C-4a(126 83), C-11 (124 63) C-1 (104.32)

OCH2O 6 04, 6 05 C- 3 (147 77) C-2 C-8 (147 35) C-7 (139 19), C-9 (95 81)

De esta manera se deducen todas las asignaciones correspondientes a esta molécula

Al tratar de buscar información para este tipo de estructura se encontró que ya había registrada
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H-1

H-4

N-CH3

H-6

6-OCH3

H-9

10-OCHa

H-11

H-12

7,11

7 72

2 74

5.31

3 41

6 68

3 89

8 44

7 46



una molécula semejante a ésta, denominada metoxibocconina [56] Los autores señalan que se

trata de un derivado semisintético y mencionan sus datos espectroscópicos, los cuales se

presentan en la tabla 4 Por lo tanto, esta la primera ocasión que 6-metoxidihidroquelirubina

(sin: metoxibocconina, 50) se reporta como producto natural y como constituyente de Bocconia

arbórea,

Tabla 4. Datos de RMN 1H y 13C para 6-tnetoxidihidroquel¡rubina (50) y Metoxibocconina

C-1

C-2

C-3

C-4

C-4a

C-4b

C-6

C-6a

C-7

C-8

C-9

C-10

C-10a

C-10b

C-11

C-12

C-12a

-OCH3O-

-OCHjO-

N-CH3

6-OCH3

10-OCH3

6-metoxidihidroquelirubinaa

8 'H mult, (J Hz)

7.11 s

7 72s

5 31 s

6 68s

8 44 d (8 5)

7 46 d (8 5)

6 04

6 05

2 74

3 41

3 89

"C

104 32

147 35

147 77

100 45

126 83

138 35

85 98

114 90

139 19

147 35

95.81

152 51

113.09

122 54

124 63

122 93

130 54

100 91

100 77

4013

54 21

56 69

metoxibocco nina6

S'Hmult,(; Hz)

711 s

7 72s

5 31s .Ot,._

6 68S

8 45 d (9,0)

7.46 d (9 0)

6 05d 6.04 d(1 5)

6 07d 6 03d(1 5)

2 74s

3 44s

3 89s

13C

104,31

147 33

147 75

100 44

126 81

138 31

85 98

114 88

139 17

147 33

95 78

152 48

113 06

122 53

124 62

122 93

130 52

100 91

101 77

40 16

54 24

56 68

Experimental: RMN 'H y 13C (500 MHz 125 MHz respectivamente CDCI3) 5 en ppm

Literatura [56]: RMN 1H y 13C (400 MHz 100 6 MH2 respectivamente CDCI3)
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6 4 Caracterización de 6-acetonildihidrosanguinarina (15)

De la fracción C del extracto metanólico de la raíz se obtuvo un polvo amarillo, que

presentó en el espectro de masas (IE, 70eV, espectro 12) un ion molecular a m/z 389 que

corresponde a una fórmula molecular C2IH19NO.Í, Por espectroscopia de RMN 1H (300 MHz,

CDCI3, espectro 11), se dedujeron los siguientes fragmentos estructurales: una metil cetona

(por la señal señal sencilla a 8 2,06 con integración para 3H), un grupo metileno unido a metino

(debido a que se observan doce señales características de un sistema ABX, que son tres

señales doble de doble, la primera centrada en 2 30 con integración de 1H (J = 15 0, 4 0 Hz), la

segunda a 6 2 66 que integra para 1H (J= 15 0, 10 0Hz), y la tercera a 5 4,87 que integra para

1H (J = 10,0, 4 0 Hz) Este fragmento esta unido a la metil cetona, lo que constituye un grupo

acetonilo A 6 2,65 esta presente una señal sencilla que integra para 3H la cual es característica

de metilo unido a nitrógeno Se observa una señal múltiple a 5 6 04 con integración para 4H,

que por la región en donde esta situada, corresponde a dos grupos dioximetílenos En la región

de protones aromáticos están presentes seis señales: cuatro señales dobles y dos señales

sencillas, con integración de 1H para cada una de ellas Las cuatro señales dobles, por el valor

de su constante de acoplamiento, corresponden a dos sistemas AB centrados en 6,86 (J = 8 1

Hz), 7 33 (J = 8 1 Hz), 7 48 {) =8,7 Hz) y 7 69 ( ; = 8 7 Hz); las dos señales sencillas localizadas

a 5 7,10 y 7,53 corresponden a metinos De acuerdo a los fragmentos descritos se propone una

estructura con sistema de tipo benzofenantridina, la cual presenta dos grupos dioximetilenos en

las posiciones 2,3 y 7,8; y funcional izada en la posición 6 con un grupo acetonilo,

identificándose como (±)-6-acetonildihídrosanguinarina (15)

15

Esta substancia ya había sido aislada anteriormente de las partes aéreas de esta misma

especie Los datos espectroscópicos de RMN 1H descritos en la literatura [23, 57], permitieron

confirmar su identidad Obteniéndose como mezcla racémica
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6,5 Caracterización de sanguidimerina (23a),,

De la fracción C se aisló y purificó un sólido cristalino de color amarillo En el espectro de

infrarrojo (espectro 13) se observó ¡a presencia de una banda de absorción a 1713 cm"1 debido

a un grupo carbonilo, y bandas de absorción de 1464 a 947 cm1, correspondientes a un

sistema aromático El espectro de RMN ' H (500 MHz, CDCI3, espectro 14), presenta una señal

sencilla a 8 2 63 que integra para 3H, la cual es característica de un grupo metilo unido a

nitrógeno Se observan doce señales, agrupadas en tres doble de doble, con integración de 1H

para cada una de ellas, que al medir y comparar sus constantes de acoplamiento, se deduce

que constituyen un sistema ABX Estas señales están centradas en 8 2 20 (J - 15 9, 3,5 Hz),

2,47 (J = 15,9, 10,5 Hz) y 4 92 ( ; = 10 5, 3 5 Hz), io que permite deducir que se trata de un

grupo metileno que esta unido a un metino A 8 6 04 se presentan dos señales doble de doble,

con una integración total de 4H, y que por la región en donde se localizan corresponden a dos

grupos dioximetileno En la región de protones aromáticos se localizan seis señales: cuatro

señales doble, con integración de 1H para cada una de ellas y que corresponden a dos

sistemas AB; y dos señales sencillas con integración de 1H para cada una de ellas De este

espectro de deduce un total de 16 protones En el espectro de RMN 13C (125 MHz, CDCl3,

espectro 15) se observan 22 señales, entre las cuales hay una señal en 8 206 que es

característica de un grupo carbonilo, lo cual confirma el descrito en el espectro de infrarrojo El

espectro de masas presenta un ion molecular a m/z 720; debido a que presenta un peso

molecular relativamente alto, se trató de proponer una doble asignación de núcleos de

hidrógeno para cada una de las señales presentes en el espectro RMN jH Con los datos

anteriores se propone una fórmula molecular constituida por las integraciones de las señales

en el espectro de RMN 1H, y queda como C2iHi6NO4, la cual requiere de un peso molecular de

346 urna, Si se considera un múltiplo doble de la fórmula molecular deducida, se obtiene la

fórmula C42H32N2O8, la cual tiene un peso molecular de 692, La diferencia con respecto al ion

molecular registrado {m/z 720) son precisamente 28 urna, las cuales corresponden al grupo

carbonilo (previamente establecido por la banda de absorción a 1713 cm"1 en el espectro de IR)

De esta manera, se determina que dicha molécula tiene la fórmula molecular C43H32N2O9 y un

peso molecular de 720 urna Por lo anterior, se propone que se trata de un sistema

benzofenantridina pero en forma de dímero, y éste debe ser simétrico debido a que en los

espectros de RMN de 1H y 13C, se observan señales de núcleos que son equivalentes (por lo

que solo se manifiestan la mitad de señales del total de núcleos) Con base en la multiplicidad
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presentada por los protones aromáticos, los cuales son dos sistemas AB y dos señales

sencillas, se define la estructura mostrada en !a figura 5.

Figura 5

Fragmento estructural observado por

RMN

Por lo tanto, considerando que hay un grupo metino unido a metileno, tendrían que ser

dos fragmentos que serían equivalentes Esto sólo sucede cuando se trata de una acetona, y

en este caso una acetona 1,3-disubstituida, estando este último fragmento, unido al sistema

benzofenantridina por la posición 6, por lo que se confirma una estructura dimérica, como se

observa en la figura 6 Mediante el experimento NOESY se observa que hay una interacción

espacial entre H-6 y el grupo metilo del nitrógeno, lo que da evidencia de que estos dos grupos

están en una conformación syn, fenómeno que no sucedería si estuvieran en una posición anti

Asimismo se observa un efecto NOESY entre H-6 y uno de los dos protones del metileno, lo

cual hace suponer que tal protón se encuentra en posición syn y el otro se encuentra en un

ángulo tal, que no permite que se observe este efecto,
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Figura 6.

Interacciones selectas

observadas por NOESY

La estructura para esta substancia dimérica tiene dos carbonos quirales, pero debido a

su simetría, solo son posibles tres estereoisómeros: el isómero meso (6R,6'$ ó 6S,6'R), y el par

enantiomérico di (6R,6'R y 6S,6'S),,

meso

Figura 7 Isómero meso (6R.6'S ó 6S S'R) (23)
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di

Figura 8 Par enantiomérico di (6R 67? y 6 S 6 S) (23a)

Al revisar en la literatura datos para esta tipo de molécula se encontró que hay cuatro

informes, incluyendo a me so-quelidi merina [58], (+)-sanguidimerina [59], quelidimerina [60], y

(±)-sanguidÍmerina [23], Sin embargo, ninguno de los informes establecen definitivamente la

estereoquímica en C(6) y C(6') A continuación se comentan cada uno de ellos,

Quelidimerina (aislada de Chelidonium majus L (Papaveraceae)), está propuesta por

Farnsworth como un compuesto meso (meso-1,3-bis-(11-h¡drosanguinarinil)-acetona) en donde

se mencionan los datos espectroscópicos de RMN 1H pero no realiza la asignación

espectroscópica de los núcleos Con base en el valor de actividad óptica: "el cual no mostró

rotación óptica observable [a]D - ± 0" [58], y en un análisis preliminar por difracción de rayos X

(del cual no presenta la información completa), los autores deducen que se trata del isómero

meso [58], debido a que el cristal pertenece a un grupo espacial P212121 Sin embargo este

argumento no es definiftivo para la asignación estereoquímica,

Sanguidimerina, propuesta también por Farnsworth (aislada de Sanguinaria canadensis

(Papaveraceae)), presentó una rotación óptica específica positiva {[a]0 = +21 2) [59] y con base

en los datos preliminares de difracción por rayos X para meso-quelidimerina sugirió que se
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trataba del isómero (+)-sanguid¡merina [59] Sin embargo, el autor no describe datos de RMN

para esta substancia,

La estructura de quelidimerina (aislada de Corydalis flabetlata (Fumariaceae)), fue

mencionada por Mabry y realiza las asignaciones de los núcleos de H y C mediante RMN [60],

El autor propone que se trata de quelidimerina, tomando como base los datos de Farnsworth,

pero sin justificar la estereoquímica

En el trabajo anteriormente realizado a las partes aéreas de B. arbórea por nuestro

grupo de trabajo, se aisló un dímero de benzofenantridina, el cual fue ópticamente inactivo, y

con valores de los desplazamientos químicos en RMN 1H diferentes a los valores informados

por Farnsworth para quelidimerina [58] por lo que se dedujo que no se trataba de esta

substancia, sino de sanguidimerina, pero en mezcla racémica [23]

Tabla 5 Datos de RMN 1H para el dímero de benzofenantridina

Asignación {±)-sangu¡dimerina meso- quelidimerina Dímero aislado de

quelidimerina la Raíz

•; Julián (a) Farnsworth (b) Mabry (c) (d)

[23] [58] [60] [Presente trabajo]

H-1 H-1'

H-4 H-4'

H-6 H-6'

H-9 H-91

H-10 H-10

H-11 H-11

H-12 H-12

N-CH3

-OCH2O-

-OCH2O-

H-13A H-1 5 A

H-1 3 B H-15B

SIHmult (A Hz)

7,05 S

7 43S

4 75 dd (9 0,5 0)

6 81 d (8 4)

7 28 d (8 4)

7 64 d (8 4)

7 43 d (8.4)

2 53s

5 99 d (1 5)

6 04 dd (2.7, 12)

2 27 dd (15 0,5 0)

2 61 dd (15,9, 9,0)

81Hmult.(7 Hz)

6.98 s

7,42 s

4,88 d

6 75 d (8 0)

7 23 d (8 0)

7 58 d (6 8)

7,35 d (6 8)

2,60 s

5 90m

610m

2 20d

2 52d

SIHmult (7, Hz)

7 05s

7.41 S

4 75 dd (9 4, 4 9)

6 81 d (8 2)

7 27 d (8 2)

7.64 d (8 4)

7 44 d (8 4)

2.52 s

5 99

6 03

228 dd (15.3,4 9)

2 61 dd(15.3 9 4)

SIHmuit, (J, Hz)

7.01 s

7 44s

4 93 dd (10 1,3 5)

6 79 d (8 2)

7 24 d (8 2)

7 57 d (8.5)

7 37 d (8 5)

2 63s

5 97dd

6 06dd

2 20 dd (15 9, 3 5)

2 47 dd (15 9, 10 1)

(a) RMN 'H 300 MHz. CDCl3 (b) No reporta datos (c) RMN 1H 200 MHz CDCI3 (d) RMN 'H 300 MHz. CDCI3

Los datos del espectro de RMN 'H para el dímero de benzofenantridina se compararon

con los datos espectroscópicos descritos en los reportes anteriormente mencionados, y se

observa que tales datos muestran ciertas variaciones en los desplazamientos químicos de los
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protones para esta molécula Las mayores diferencias encontradas son las resultantes de la

comparación de los datos de las columnas (a) y (b), y entre (c) y (d) (tabla 5) Los valores más

parecidos son entre (a) y (c), y entre (b) y (d) Considerando esta comparación, se tienen 2

conjuntos de señales espectroscópicas que deben corresponder a cada una de los

diasteroisómeros (meso y di) Así, los datos de las columnas (a)/(c) y (b)/(d) corresponden a las

mismas substancias

El análisis de difracción por rayos X de un cristal del dímero de benzofenantridina

aislada de las raíces de B. arbórea permitió establecer de manera inambigua la configuración y

conformación espacial en el estado sólido de esta estructura, y establece que se trata sólo de

un enantiómero (6S,6' S) del par di (figura 9),

23a

O

Figura 9 Configuración y orientación relativa dei dímero de benzofenantridina

aislado de 6 arbórea

Este hallazgo contrasta con lo reportado por Farnsworth para la substancia denominada

quelidimerina [58] y asignada como meso El autor menciona un análisis preliminar por rayos X

pero la información es incompleta ya que no describe ningún parámetro que permita concluir

que efectivamente corresponda al isómero meso Por otro lado, debido a que no presenta

datos de RMN de (+)-sanguidimerina [59], no es posible establecer una diferencia contundente

entre estos dos estereoisómeros para determinar que tan significativa es la diferencia entre los

valores de desplazamientos químicos en RMN, ya que las diferencias de los desplazamientos

químicos entre (±)-sanguidimerina (a) y el dímero de benzofenantridina (d), son consistentes Si
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consideramos que las diferencia entre los valores de los desplazamientos químicos de los

protones entre quelidimerina (b) y e¡ dímero de benzofenantridina (d) es mínima, y se considera

la posibilidad de que se trate del mismo compuesto, entonces el producto que obtuvo

Farnsworth no corresponde al isómero meso, sino al par di

Con el fin de evitar confusiones en el empleo de nombres triviales a las estructuras, se

propone el nombre general de sanguidimerina para los dímeros derivados de 1,3-bÍs-(6-

hidrosanguinarinil)-acetona y se antecede a este nombre el descriptor estereoquímico

correspondiente Esta propuesta es consistente con el nombre de los fragmentos unidos a la

acetona, Así, pueden existir meso, di, d y /-sanguidimerina como productos naturales,

Con los datos espectroscopios establecidos para (±)-sanguid¡merina (23a) en el

presente estudio y considerando los datos espectroscópicos obtenidos para el dímero obtenido

de las partes aéreas [23], lo que se consideraba como (±)-sanguidimerina debe de corresponder

al compuesto meso-sanguidimerina, debido a las diferencias en los desplazamientos químicos

de los núcleos de protón anteriormente señaladas

Considerando los datos espectroscópicos anteriormente descritos, se puede deducir que

es muy probable que el compuesto que aisló Farnsworth de C majus es (±)-sanguidimerina,

debido a la similitud de los desplazamientos químicos de los protones del dímero aislado de las

raíces

Tabla 6. Resumen de correcciones del nombre para sanguidimerina (23b)

Fuente

C, majus

S canadensis

C flabetlata

B, arbórea

(aéreas)

B, arbórea

(raíz)

Reí..

58

59

60

23

Farnsworth

meso-

quelidimerina

(+)-

sanguidimerina

Mabry Julián

meso-

quelidimerina

(±)-

sanguidimerina

Nombre actual*

í±)-
sanguidimerina

(+)-

sanguidimerina

meso-

sanguidimerina

meso-

sanguidimerina

(*)-
sanguidimerina

Obs,

Se corrige

estructura y

se modifica el

nombre

Se modifica

el nombre

Se com'ge

estructura

Derivado de la presente investigación
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04

'05

Figura 10 Difracción por rayos X de sanguidimerina (23a)
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6,6 Caracterización de 6-metox¡dihÍdrosanguinar¡na (35)

De la fracción E se aisló y purificó un sólido cristalino de color naranja tenue, el cual, es

fácilmente reconocible por CCF debido a que se observa como una mancha de color naranja

intenso cuando es vista con lámpara de UV, El espectro de IR (CHCI3, espectro 21), presenta

bandas de absorción de 1690 a 862 cm1, correspondientes a un sistema aromático El espectro

de masas (lE, 70 eV, espectro 25), presenta un ion molecular a m/z 363 que corresponde a la

fórmula molecular C21H17NO5 El espectro de RMN 1H (300 MHz CDCl3, espectro 22), presenta

una señal sencilla a 5 2.78 con integración para 3H característica de un grupo metilo unido a

nitrógeno, Está presente otra señal sencilla intensa a 5 346 con integración para 3 H, que de

acuerdo a su desplazamiento, es característica de un grupo metoxilo alifático, Una señal

sencilla a 8 537 con integración para 1 H y que por su desplazamiento a campo bajo, se

deduce que es gemina! al grupo metoxilo Hacia 5 6 06 hay una señal doble de doble y a 8 6 12

una señal doble que en total integran para 4 H, y que por su localización, corresponden a dos

grupo dioximetilenos En la región de los protones aromáticos se observan claramente dos

sistemas AB, el primero constituido por dos señales dobles centradas en 8 6 93 y 7 41 (ambas

con 7 = 82 Hz); y el segundo constituido también por dos señales dobles centradas en 8 7.48 y

7.76 (con J = 8.7 Hz), las cuales cada una de ellas integra para 1 H Dos señales sencillas

localizadas a 5 7 12 y 7 69 con integración para 1 H, corresponden a dos protones aromáticos

en posición para La integración de cada uno de estos datos permite deducir una estructura de

tipo benzofenantridina funcional izada con dos grupos dioximetileno en las posiciones 2, 3 y 7, 8

Un grupo metoxilo alifático en la posición 6, y dos sistemas AB en las posiciones 9,10 y 11, 12

Los datos espectroscópicos arriba mencionados corresponden con los reportados en la

literatura [61], y considerando la actividad óptica, se deduce la estructura de este alcaloide

como (-)-6-metoxidihidrosanguinarina (35) Su estructura fue confirmada por análisis de

difracción por rayos X de un cristal de la substancia purificada lo que permitió determinar su

configuración y conformación espacial en el estado sólido
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Oí

Figura 11 Difracción por rayos X de 6-metoxidihidrosanguinarina (35)
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6.7 Caracterización de oxisanguinarina (16),,

Un polvo amarillo obtenido de la fracción E del extracto metanólico de la raíz, presentó

en el espectro de masas un ion molecular a m/z 347, que permite sugerir una fórmula molecular

C20H13NOS El espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCI3 + DMSO, espectro 26), permite deducir un

sistema de tipo benzofenantridina, como los que se han descrito en el presente trabajo, en el

cual se observa una señal sencilla a 8 3,90 que tiene una integración para 3H, la cual es

característica de un grupo metilo unido a nitrógeno, A 8 6,27 y 6 11 se localizan dos señales

sencillas con una integración de 2H cada una, por su desplazamiento químico se pueden

atribuir a dos grupos dioximetilenos En la región de protones aromáticos se observan seis

señales, cada una de ellas tiene una integración para 1H, las cuales se encuentran de la

siguiente manera: cuatro señales doble correspondientes a dos sistemas AB y dos señales

sencillas

Debido a que la muestra fue poco soluble en CHCI3 se usó como codisolvente DMSO,

cuya señal, en el espectro de RMN 1H, se encuentra a 8 2 99 Asimismo y debido al

codisolvente, las señales se observan desplazadas hacia campo bajo, fenómeno que afecta los

desplazamientos químicos originales de las señales de los protones de la molécula pero que en

esta ocasión se usó para elucidar su estructura por RMN, la cual correspondió al alcaloide

oxisanguinarina (16) [62-64] La comparación de los datos con los informados previamente

confirmó su identidad,

CH3

O

16
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6 8 Caracterización de 6-metoxidih¡droqueleritrÍna (10)

Este sólido blanco aislado y purificado del extracto metanólico de las semillas y de la

fracción G del extracto metanólico de la raíz, presentó en el espectro de masas (lE. 70 eV,

espectro 29), un ion molecular a miz 379 que es acorde con la fórmula molecular C22H21NO5 En

el espectro de RMN 1H (300 MHz, CDCI3f espectro 28) se observan las siguientes señales: a 6

2 76 una señal sencilla que integra para tres protones la cual es característica de un grupo

metilo unido a nitrógeno Una señal sencilla a 5 3 46 que integra para 3H que por su

desplazamiento corresponde a un metoxilo alifático, Dos señales sencillas a 8 3 93 y 3 96 con

una integración de 3H para cada una, las cuales son características de metoxilos aromáticos A

5 5 55 una señal sencilla con integración de 1H la cual corresponde a un metino bencílico

alifático Una señal doble de doble a 8 605 con una integración para 2H, esta señal

corresponde a un grupo dioximetileno. Hacia la región de protones aromáticos se distinguen

seis señales: cuatro señales dobles y dos señales sencillas Las señales dobles están

centradas en 8 7 04 {)= 8 8 Hz), 7 47 ( J= 8,5 Hz), 7 62 (J= 8 8 Hz), y 7 78 (J= 9 0 Hz) Las

señales sencillas están localizadas en 6 7,12 y 7 70, todas estas señales tienen una integración

para un protón Con base en la información anteriormente descrita se deduce que esta

molécula es (-)- 6-metoxid¡hidroqueleritrina (10), ya que sus datos espectroscopios son muy

similares a los descritos en la literatura Anteriormente esta substancia ha sido obtenida a partir

de las partes aéreas [22, 23], y del extracto metanólico de las semillas

CH3O

OCH3 OCH3

10
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6 9 Caracterización de 6,12-dimetoxidihidroqueleritrina (51}

Un polvo de color amarillo fue obtenido de la fracción D del extracto métanólico de las

semillas, El espectro de IR (CHCI3, espectro 30), muestra bandas de absorción de 1497 a 872

cm"1, que aunado a los máximos de absorbancia a 220, 290 y 325 nm del espectro de UV

sugieren la presencia de un sistema aromático extendido El espectro de masas (lE, 70 eV,

espectro 37), presenta un ion molecular a miz 409, con lo cual se propone la fórmula molecular

C23H23NO6, Esto fue confirmado por análisis de espectrometría de masas de alta resolución, el

cual mostró un ion molecular a m/z 409,1518 [M + H]* que corresponde a una fórmula

CjsH^NOe mientras que el calculado fue de 409 1525 [M + H]*

El espectro de RMN 1H (500 MHz, CDCI3, espectro 31) presenta una señal sencilla a 5

2,67 con una integración para 3 H, la cual es característica para grupo metilo unido a nitrógeno

Se observa una señal sencilla a 83 45 que tiene una integración para 3H, que se refiere a un

grupo metoxilo alifático En seguida se encuentran tres señales sencillas (6 3 93, 3 96 y 4 02),

con una integración de 3 H para cada una de estas, las cuales corresponden a grupos

metoxüos aromáticos, A 5 5 50 hay una señal sencilla con integración para 1 H, la cual esta

desplazada a campo bajo pero sin llegar a ser aromática Una señal doble de doble esta

centrada en 8 6,05 y tiene una integración para 2 H, es propia de un grupo dioximetileno En la

región de protones aromáticos se observan cinco señales, de las cuales hay evidencia de un

sistema AB cuyos desplazamientos están centrados en 8 7,04 (J= 8 5 Hz) y 87 58 (J- 8 5 Hz) y

una integración de 1H para cada señal Un sistema AX con señales dobles centradas en 8 7 56

y 7,68 (J = 0,5 Hz), con integración cada una para 1 H; y por último una señal sencilla con 8

7 13 e integración de 1 H Lo que permite deducir un total de 23 protones

Por otra parte: el espectro de RMN 13C (125 MHz, CDCl3, espectro 32) presenta 22

señales, Por medio del espectro del experimento DEPT (125 MHz, CDCl3, espectro 33), se

establece el grado de hidrogenación de los carbonos: cinco son metilos, en donde por la región

en la que se encuentran permiten proponer que cuatro de ellos están unidos a oxígeno y uno de

ellos a nitrógeno; un metileno aromático que corresponde al dioximetileno, y seis metinos

aromáticos Por diferencia del espectro normal de RMN 13C se determinó la presencia de 11

carbonos no protonados Al tratar de reconocer en el espectro estas señales, sólo se

observaron diez, por lo que se infiere que dos carbonos están presentando el mismo

desplazamiento químico, cumpliendo así con el número de carbonos de la fórmula molecular

deducida
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Considerando los valores espectroscópicos de los fragmentos descritos y los datos

registrados en la literatura, permiten suponer una estructura de tipo benzofenantridina en la

cual el grupo dioximetileno se pudiera ubicar en las posiciones 2 y 3, con lo que cumpliría para

el sistema AX (protones en posición para) (figura 12), observado en la región de protones

aromáticos,

12

Figura 12 Sistema AX, protón y metoxilo alifáticos.

El metoxilo alifático a 8 3 45 puede estar unido al carbono de la posición 6 ya que es en

esta posición donde hay un carbono alifático, Es también en esta posición en la que el protón

localizado a 8 5,50 esta conectado geminal al metoxilo y se justifica así su desplazamiento a

bajo campo (figura 12).

Los siguientes tres grupos metoxilo son aromáticos los cuales tienen que estar unidos de

tal manera que cumplan con la multiplicidad de los protones que faltan por asignar en los anillos

aromáticos: un sistema AB y una señal sencilla, Ya que el sistema AB puede situarse en el

anillo B ó D del sistema benzofenantridina Este problema es resuelto con el experimento

NOESY, en donde se pueden observar interacciones en el espacio y la distribución de grupos

funcionales en dicho sistema Las interacciones observadas se muestran en la figura 13
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Figura 13 Interacciones selectas por NOESY para 51,

Estas interacciones selectas observadas por NOESY permiten deducir, de manera

inambigua, la conectividad de los metoxilos y protones aromáticos que faltaban por asignar,

eliminando de esta manera cualquier otra posibilidad de conectividad estructural,

Un dato importante que hay que resaltar es que se observa una interacción espacial

entre H-6 con el metilo del nitrógeno, lo que es de suponer que dichos grupos se encuentran del

mismo lado Por lo tanto, la relación que guardan estos dos grupos es syn Mientras que el

metóxilo también de la posición 6 respecto al metilo del nitrógeno mantienen una relación anti.

Ya que para éstos últimos no se observa interacción espacial alguna debido que están lejanos

De esta manera, se deduce que en la posición 6 el protón se encuentra a y el metoxilo (J

Mediante el experimento HSQC fue posible establecer las correlaciones carbono-

hidrógeno a un enlace, lo que permitió determinar los desplazamientos químicos de los

carbonos protonados, figura 14,

11277

CH3O
55 96

101 04

OCH3 OCH
6166 540'

Figura 14 Asignaciones de C por HSQC para 51
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El análisis del experimento HMBC permite establecer correlaciones hidrógeno-carbono a

dos y tres enlaces, Este experimento confirma la propuesta estructural para este alcaloide

Tabla 7 Correlaciones observadas por HMBC para 6 12-dimetoxidihidroqueleritrina (51)

H 8 * Carbonos que correlaciona (813C)

T M 756 C-3(148 39) C-4a(127 97)

H-4 7 68 C-2 (146,84), C-4b (131 89), C-12a (122 74)

N-CH3 2 67 C-4b (131 89), C-6 (86 14)

H-6 5 50 C-7 (147.12). C-4b (131 89) C-10a (125 06) 7-OCH3 (54 02), 8-CH3 (40.41)

6-OCH3 3 45 C-6 (86 14)

7-OCW3 3 96 C-7 (14712)

8-OCW3 3 93 C-8 (132.19)

H-9 7 04 C-8 (152 19) C-7 (147 12), C-10a (125 06)

H-10 7 58 C-8 (152 19) C-6a (125 97), C-10b (122 35)

H-11 713 C-8 (152.19) C-4b (131 89), C-10a (125 06) C-10b(12235) C-1 (99 75)

,2-OCH3 4 02 C-12 (152,19)

0CH¿0 605 C-3 (148 39) C-2 (146 84)

OCH,

CH3

OCH3 OCH3

Figura 15 Correlaciones carbono-hidrógeno por HMBC para 51

Por lo tanto las asignaciones de las señales observadas por RMN 1H y 13C para 51

quedan como a continuación se enlistan en la tabla 8
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Tabla 8 Datos de RMN 1H y 13C para 51

Asignación

C-1

C-2

C-3

C-4

C-4a

C-4b

C-6

C-6a

C-7

C-8

C-9

C-10

C-10a

C-10b

C-11

C-12

C-12a

-OCH2O-

N-CH3

6-OCH3

7.OCH3

8-OCH3

I2-OCH3

S'Hmul t ; ^ Hz)a

7.56 d (0 5)

7 68 d (0.5)

5 50s

7 04 d (8.5)

7 58 d (8.5)

713S

6 05 dd (1 5 4 0)

2 67s

3 45S

3.96 s

3 93s

4 02s

I JC0

99.75

146 84

148 39

100 53

127 97

131 89

86 14

125 97

147 12

15219

112 77

118 78

125 06

122 35

98 77

152 19

122 74

101 04

40.41

54 02

61 66

55 96

55 69

RMN 1H registrado en CDCI3 a 500 MHz; 6 en ppm
RMN 13C registrado en CDCI3 a 125 MHz

No se encontraron datos en la literatura referentes a la estructura 51, por lo que esta

substancia representa un producto natural novedoso: (-)-6 12-dimetoxÍdihidroqueleritrina
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6,10 Caracterización del ácido 20-ep/-katónico (52)

Es un sólido cristalino de las partes aéreas de S arbórea, el cual había quedado

pendiente por falta de muestra, El espectro de IR de esta substancia presentó bandas de

absorción a 3615 y 1125 cm1 para grupo hidroxilo, a 1698 cm1 para grupo carbonilo, y a 1602

cm"1 para olefina En el espectro de RMN 13C (125 MHz, CDC!3, espectro 40) se observan 30

señales, una de ellas en 8 181 7 lo cual establece la presencia de un grupo carboxilo, El

espectro del experimento DEPT de RMN 13C presenta los siguientes grupos de carbonos

protonados: siete grupos metilo, diez grupos metileno y cinco grupos metino. Por diferencia del

espectro normal de RMN 13C y el espectro de RMN 13C DEPT se determina la presencia de

seis carbonos cuaternarios y un carbono de carboxilo, El análisis de masas de alta resolución

permitió determinar una fórmula molecular C30H48O3 lo cual establece la presencia de un

esqueleto de triterpenoide, El espectro de masas (IE, 70 eV, espectro 46), presentó un ion

molecular a m/z 456 y un pico base a m/z 248 lo que cumple con el patrón de fragmentación

retro Diels-Alder [65] característico para triterpenoides pentacíclicos A12-insaturados

La reacción del producto natural con diazometano generó el éster metílico

correspondiente, en cuyo espectro de RMN 1H (500 MHz, CDCl3, espectro 48) se observa la

señal simple a 5 3 7 del éster metílico

Para realizar la elucidación estructural de este triterpenoide se cuenta con la siguiente

información del espectro de RMN 1H (500 MHz, CDCI3, espectro 39):

1, señales sencillas para siete grupos metilo terciarios,

2 una señal triple con integración para un protón centrado en 5 3 44, geminal de un grupo

hidroxilo secundario en C-3,

3, Una señal triple a 8 5,28 con integración para un protón, el cual es característico de un

doble enlace trisubstituido en C-12 para el esqueleto de un triterpenoide pentacíclico

Las asignaciones de los núcleos de hidrógeno y carbono fueron realizados mediante el

uso de experimentos de RMN bidimensionales, tales como: COSY, HSQC y HMBC Partiendo

del hidrógeno carbinólico (8 344), el cual muestra tres correlaciones 1H-13C, una de ellas

muestra correlación a 5 28 29 y 22 27 correspondientes a dos metilos, con un metileno a 8

32 53, y con un grupo metino a 5 48 85 (asignado a C-5) Esta última señal muestra correlación
13C-1H con un grupo metilo (5 0 95), asignado a CH3-25, el cual también correlaciona con la
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señal localizada a 5 32 53 (asignada a C-1), estableciendo el patrón característico para el anillo

A del triterpenoide con hidroxilo en C-3, un metilo en C-10 y dos metilos gemínales en C-4

El análisis de los espectros de RMN 1H permitió establecer la orientación del grupo

hidroxilo en C-3 mediante la multiplicidad y el valor de la constante de acoplamiento que

presenta el protón geminal al hidroxilo el cual se reconoce por la señal triple centrada en 5 3,44

y los acoplamientos relativamente pequeños de tipo ecuatorial-axial y diecuatorial (<Pea = &&> ~

60°, Jea = Jee = 3Hz), con los protones del metileno C-2 Ya que si el protón H-3 fuese axial los

valores de la J debieran ser mucho mayores debido a que habría acoplamientos diaxial (&& =

180°, Jaa« 7-9 Hz), y axial-ecuatorial (<Pao * 60°, Jm » Jm » 2-5 Hz) Por lo tanto, el protón H-3

es p-ecuatorial, y el grupo hidroxilo es a-axial, Además, se observa claramente el

desplazamiento químico hacia campo alto de los C-1 y C-5 debido al efecto y-gauche [66], Esto

es, al existir un grupo 3a-OH en el esqueleto olean-12-eno induce una compresión estérica

sobre los núcleos C-1 y C-5 a través de interacciones 1,3 con los protones syn-diaxiales de

estos átomos de carbono Esta perturbación estérica de los enlaces C-H genera una corriente

de electrones a lo largo del enlace y en dirección al átomo de carbono, de tal manera que se

produce una expansión de sus orbitales, y en consecuencia, la protección de los núcleos [66]

Figura 16. Efecto de polarización y-gauche sobre los núcleos C-1 y C-5

inducido por el grupo 3cc-OH

Adicionalmente se ha demostrado un efecto y hacia grupos metilo en la posición C-4, en

donde el desplazamiento químico en RMN 13C de estos, está fuertemente influenciada por la

estereoquímica del grupo hidroxilo en C-3 El cambio en la estereoquímica de este grupo

hidroxilo de axial a ecuatorial resulta en un desplazamiento a campo alto de cerca de 5 ppm

para un grupo metilo axial en C-4, mientras que el grupo metilo ecuatorial en C-4 permanece

prácticamente sin variación [67] Efecto que es observado para los grupos metilo (C-23 y C-24)

en C-4 debido al grupo 3cc-OH
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16,4 168

219 16 8

HO

OH 28 5

3-ep/-maslinato de metilo

28 6

maslinato de metilo

1531
22 27

OH 2 8 2 9

Acido 20-ep/-katónico

Figura 17 Efecto de la estereoquímica de C-3 en RMN 13C de los grupos metilo de C-4

El grupo metilo en C-10 (C-25) muestra una interacción con un metino a S 1 71,

asignado a H-9 en el experimento de HMBC y esta señal correlaciona con el carbono del

metino olefínico localizado a 8 122 68 El hidrógeno olefíníco correspondiente muestra un

acoplamiento con un metileno vecinal (H-11a b) en el espectro COSY Este mismo hidrógeno

olefínico (H-12) muestra correlaciones, en el espectro HMBC con el carbono cuaternario

olefínico (8 144 36, C-13) y con el carbono cuaternario alifático (8 41 61, C-14), estableciendo

que ei doble enlace está localizado a 12(13) Una señal a 8 1 17 correspondiente a un grupo

metilo muestra correlación con C-13, y su señal fue asignada a C-27 La señal del metino en 6

1 97 muestra una correlación 1H-13C con el carbono olefínico fa cual se asignó al H-18, este

hidrógeno exhibe correlación COSY con los protones del metileno en H-19 donde tales

protones correlacionan con un grupo carbonilo (8 181.70) en el espectro HMBC

Adicionalmente, C-18 muestra una correlación con un grupo metiteno y metino asignados a C-

22 y C-28, respectivamente Finalmente, el grupo carbonilo exhibe una correlación con un grupo

metilo (8 1 22) y con un segundo metileno, asignado a C-21 de esta manera, los grupos

carboxilo y metilo están localizados en C-20 estableciendo la estructura de un olean-12-eno
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La orientación del grupo carboxilo fue determinada mediante la comparación de los

desplazamientos químicos de los carbonos del anillo E del triterpenoide, reportados para un par

epimérico: 3p-acetoxiolean-12-en-30-oato de metilo y 3$-acetoxiolean-12-en-29-oato de metilo

[68, 69], figura 18, Las diferencias en los desplazamientos químicos de los carbonos son

interpretados en términos de la configuración de C-20 Se observa que cuando el grupo

carboxilo esta en posición a, hay un efecto de protección sobre los carbonos del anillo E,

CH3OOC
28.3 19.4

31.4

,,,COOCH3

3p-acetoxiolean-12-«n-30-oato de metilo 3(i-acetoxiolean-12-en-29-oato de metilo

28 65
HOOC Í

28 52
CH3OOC ¿

0 9

52 53

Figura 18 Comparación de RMN 13C de los carbonos del anillo E del triterpenoide

Los desplazamientos químicos en RMN 13C para los carbonos del anillo E de 52 y 53

son similares a los del C-18 y C-22 del 3B-acetoxiolean-12-en-30-oato de metilo y los

desplazamientos a campo bajo son debidos a los efectos B, y-syn axial del carboxilato con

orientación p, y esto va de acuerdo con el desplazamiento a campo bajo de C-20 Por lo tanto,

la estructura del compuesto natural aislado se determinó como el ácido 3a-hidroxi-olean-12en-

30-oico (52) (ácido 20-ep/-katónico), y el éster metílico derivado como 3a-hidroxi-olean-12-en-

30-oato de metilo (53) (20-ep/-katonato de metilo) [70-72]
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21

HOOC ''-

Acido 20-ep/-katónico (52)

El análisis de difracción de rayos X de un cristal de esta substancia permitió corroborar

de manera inambigua la configuración y conformación en el estado sólido, los datos

anteriormente descritos

El ácido 20-ep/-katónico representa un nuevo producto natural y esta es la primera vez
que se identifica la presencia de triterpenoides en Bocconia

•̂ ;' :-;S-f SSSIfwi

Figura 19 Difracción por rayos X del ácido 20-ep/-katónico (52).
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7. EVALUACIÓN DE ACTIVIDAD BIOLÓGICA

7 1 Resultados de actividad antimicrobiana,

Se realizaron ensayos antimicrobianos a las substancias purificadas a partir de estos

extractos, tales como: dihidroqueleritrina (8), 6-acetonildihidroqueleritrina (9), 6-

metoxidihidroqueleritrina (10), 6-acetonildihidrosanguinarina (15), oxisanguinarina (16), 6-

metoxidihidrosanguinarina (35), 6-metoxidihidroqueIirubina (50), 6,12-dimetoxidihidroqueleritrina

(51), ácido 20-ep/-katónico (52), y 20-ep/-katonato de metilo (53) El ensayo biológico para la

determinación de la actividad antimicrobiana se realizó por el método de dilución en agar, y se

determinó la concentración mínima inhibitoria (CMl) Los resultados obtenidos se muestran en

las tablas 9 y 10 Todos los valores son respecto a los controles de gentamicina y nistatina

Tabla 9 Resultados de actividad antimicrobiana, CMl (̂ g/ml)

Substancia

; 8

¿15

^16

23 b

50

51

52

53

Gentamicina

Nistatina

S. aureus

62

>500

>500

>500

62

250

>500

>500

2 0

-

S faecalis

125

>500

>500

>500

31

250

>500

>500

2,0

-

E. cotí

>500

>500

>500

>500

62

>500

>500

>500

4,0

-

P mirabiüs

>500

>500

>500

>500

125

>500

>500

>500

4,0

-

S sonnei

>500

>500

>500

>500

125

>500

>500

>500

4,0

-

S typhi

>500

>500

>500

>500

125

>500

>500

>500

4,0

-

C, albicans

62

>500

>500

>500

31

62

>500

>500

-

8,0
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Tabla 10 Resultados de actividad antimicrobiana, CMI (CMI jjg/ml)

Substancia

EMR

9

10

35

Gentamicina

Nistatina

S, aureus

32

>500

32

8

20

-

S faecalis

32

>500

16

8

10,0

-

E co//

1000

>500

>500

62

5,0

-

P mirabil¡$

1000

>500

250

62

10

-

S sonnei

500

>500

250

62

10

-

S, typhi

4 000

>500

>500

125

10

-

C albicans

32

>500

8

16

.

20

EMR = Extracto metanólico de la raíz

Las cepas de los microorganismos empleadas:

Staphyloccocus aureus ATCC 29213 Proteus mirabilís
Streptoccocus faecalis ATCC 29212 Shlgella sonnei
Escherichia coli ATCC 25922 Candida albicans
Salmonetla typhi ATCC 06539

ATCC 12453
ATCC 11060
ATCC 10231

En cuanto a los valores de actividad antimicrobiana obtenidos de las substancias puras,

cabe destacar la actividad presentada por los alcaloides de tipo benzofenantridina, tales como:

6-metoxidihidrosanguinarina (35), 6-metoxidihÍdroqueleritrina (10) y 6-metoxidihidroquel i rubina

(50) En menor proporción, dihidroqueleritrina (8) y 6, 12-dimetoxidihidroqueleritrina (51) El

resto de las substancias evaluadas no presentaron actividad

Destaca la selectividad de dihidroqueleritrina (8) y 6, 12-dimetoxidihidroqueleritrina (51)

contra microorganismos gram (+), tales como: S aureus y S faecalis

Es muy considerable la potencia que tienen 6-metoxidihid roquete ritri na (10) y 6-

metoxidihidrosanguinarina (35), sin embargo, poca selectividad

Los alcaloides monoméricos son bioactivos (el dímero de benzofenantridina

sanguidimerina (23a), no presentó bioactividad)
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Debido a que en los alcaloides evaluados las diferencias estructurales no son tan

notables, es posible observar cierta correlación entre la estructura y la actividad Tomando

como base el alcaloide dihidroqueleritrina (8) se observa que éste presenta una actividad

antimicrobiana moderada, pero cuando en la posición 6 del núcleo de benzofenantridina se

substituye un hidrógeno por un grupo metoxilo, la bioactividad aumenta, como es el caso de 6-

metoxidihidroqueleritrina (10),

Al comparar los alcaloides 6-metoxidihidroqueleritrina (10) y 6-metoxidih¡drosanguinarina

(35), ambos bioactivos, se observa que el grupo dioximetileno en la posición 7 y 8 del núcleo

benzofenantridina de 35, le confiere mayor bioactividad, siendo mas potente pero menos

selectivo

En esa misma posición 6 si se substituye por un grupo acetonilo, por ejemplo 6-

acetonildihidroqueleritrina (9) y 6-acetonildihidrosanguinarina (15), o por un grupo carbonilo,

oxisanguinarina (16), la bioactividad se vuelve nula Lo que permite deducir que si en esa

posición se substituye por un grupo voluminoso tal actividad se afecta considerablemente

La importancia de la actividad antimicrobiana de los alcaloides de tipo benzofenantridina

contra algunos microorganismos se debe a que, estos, son causantes de diversas

enfermedades en el humano S aureus es patógeno y altamente resistente y ocasiona

abscesos, neumonía, bacteremia, endocarditis, entre otras S faecalis, E. coli y P. mirabilis

causan bacteremias e infecciones en el tracto urinario, S sonnei causa gastroenteritis aguda S

typhi es causante de fiebre tifoidea fiebre paratifoidea, bacteremia y gastroenteritis aguda C

aibicans forma parte de la flora normal en el tracto respiratorio, gastrointestinal y tracto vaginal,

pero se caracteriza por ser oportunista en pacientes inmunodeprimidos y puede llegar a causar

enfermedades en piel, tracto respiratorio y vaginal [73]

Los resultados obtenidos de la actividad antimicrobiana se muestran en dos tablas por

separado debido a que estas evaluaciones fueron realizadas en diferentes momentos Aún

cuando los controles fueron los mismos y por consiguiente también las cepas, se logra observar

una cierta variabilidad en la CMI para algunos de estos, lo cual no quiere decir que el método

carezca de confiabilidad, mas al contrario, el método debe estimar las variaciones causadas por

el analista, además de que debe de considerarse un margen de error en la dilución y en la

lectura de las muestras Por otro lado, se debe de considerar que algunas cepas, sino se tiene

el debido cuidado pueden sufrir alguna alteración biológica y tornarse resistentes Cabe resaltar

que la importancia de este estudio es el determinar la actividad antimicrobiana de tales
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metabolitos y poder diferenciar entre estos aquellos que son activos y específicamente contra

qué microorganismos, de manera preliminar

Con estos resultados se trata de justificar el por qué la planta es tan preciada en algunas

comunidades de nuestro país para el tratamiento de diversas enfermedades infecciosas de tipo

gastrointestinal, respiratorio y cutáneo Lo cual se debe a que esta planta contiene alcaloides de

tipo benzofenantridina con potencial antimicrobiano
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7,2 Resultados de actividad antiinflamatoria,

Algunas de las substancias puras, tales como: dihidroqueleritrina (8),

acetonildihidroqueleritrina (9), 6-metoxidihidroqueleritrina (10), 6-acetonildihidrosanguinarina

(15), (±)-sanguid¡merina (23a), 6-metoxidihÍdrosanguinarina (35), 6-metoxidihidroquelirubina

(50), 6,12-dimetoxidihidroqueleritrina (51), ácido 20-ep/-katónico (52), y 20-ep/-katonato de

metilo (53); fueron evaluadas para determinar su potencial antiinflamatorio mediante el empleo

del modelo para evaluar la actividad antiedematosa en la inflamación inducida con TPA, Se

determinó el porcentaje de inhibición del edema, cuyos resultados se encuentran en la tabla 11

Tabla 11 Resultados de actividad antiinflamatoria

Substancia
(0.31 mg/oreja)

Indometacina

8

9

10

15

23a

35

50

51

52

53

Vehículo

EtOH-Acetona(1:1)

Diclorometano

Diclorometano

Diclorometano

Diclorometano

Diclorometano

Diclorometano

EtOH-Acetona(1:1)

Diclorometano

EtOH-Acetona(1:1)

Diclorometano

Inhibición del edema
<%)

55,81

42,12

35,96

50,25

2833

7 39

59,11

47,53

64.78

28,25

21 18

Modelo: Evaluación de la actividad antiedematosa en el edema inducido con TPA
Vía de administración: Tópica (0 31 mg/oreja)
n = 3 ratones macho, cepa CD1

Las substancias que presentaron el mayor porcentaje de inhibición del edema,

dihidroqueleritrina (8), 6-metoxidihidroqueleritrina (10), 6-metoxidlhidrosanguinarina (35) y 6, 12-

dimetoxidihidroqueleritrina (51), se evaluaron para determinar su concentración inhibitoria media

(CI50), tales resultados se encuentran en la tabla 12
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Tabla 12 Determinación de la CUQ de actividad antiinflamatoria.

Substancia

Indometacina

8

10

35

51

Control

14 83 ±0,99

1419±034

14 45 ± 0 52

13.03 ±0.69

140 ±0 75

Edema expresado en mg (promedio ± ES)
(% de inhibición del edema)

0.1
(limol/oreja)

13 03 ±0 99

(12,14)

13 59 ±0 29

(917)

9.78 ±0.84*

(32 35)

10 10±08

(22 46)

11.48 ±0 29

(18 04)

0.31
(nmol/oreja)

11 4 ± 0 48 *

(22 44)

12 63 ±0 55

(15.57)

7 3 ±0.84 '

(49 48)

7 93 ± 0 89 *

(39 16)

7 78 ±0.53*

(44 46)

1
(nmol/oreja)

7 13 ±1 87*

(51 94)

10,71 ±065*

(28 37)

5 88 ± 0 49 *

(59 34)

1.95 ± 0 56 *

(85 03)

7 57 ± 0 83 •

(45 92)

3.1
(nmol/oreja)

3 48 ±1,11 *

(76 56)

9 09 ± 1 42 *

(39 26)

2 58 ± 0 37 *

(80 28)

1 88 ± 0 94 *

(85 57)

7.13 ±0.84'

(4911)

Clso
(nmol/oreja)

0 98(0 53

105)a

> 3 1

0 37(0 219

0 65)3

ND

(1-0 31)

> 3 1

*p á 0.01 ANOVA seguida de una prueba de Dunnett
a Límites de confianza 95%
ND = No determinada

La CI50 (ND) de! alcaloide 6-metoxidihidrosanguinarina (35) no se pudo determinar

debido a que la dosis de 1 jjmol/oreja del alcaloide alcanza su máxima actividad Para la

estimación de la CI50 es necesario tener por lo menos tres puntos significativos y aunque esta

substancia los tiene (señalados con un asterisco), los puntos de las últimas dos dosis están casj

sobrepuestos, lo que impide calcular la CI50, esto no quiere decir que este alcaloide carezca de

actividad, de hecho este alcaloide inhibe el edema en un 39 % de manera significativa a la dosis

de 31 ¡amol/oreja

En el cálculo para obtener el valor de la CI50 del alcaloide 6-metoxidihidroqueleritrina

(10), se emplean los datos que son significativos y se requiere de al menos tres puntos para

poder hacer una regresión lineal y aproximar por interpolación la CI50 de tal manera que ésta se

considere significativa De los cuatro alcaloides evaluados, este es el más activo

Los alcaloides 6,12-dimetoxidihidroqueleritrina (51) y dihidroqueleritrina (8) ambos

presentan actividad significativa, el primero a partir de la dosis de 0.31 ^mol/oreja y el segundo

desde 1 [¿mol/oreja; aunque presentan puntos significativos, la CI50 no se puede determinar

debido a que ninguno de los dos alcaloides evaluados sobrepasa el 50 % de inhibición del

edema,
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En resumen, en él método para evaluar la actividad antiedematosa en el edema inducido

con TPA en la oreja de ratón, los cuatro alcaloides evaluados presentan actividad

antünflamatoria significativa, En orden decreciente de bioactividad, quedan de la siguiente

manera: 6-metoxidihídrosanguinarina (35), 6-metoxidihidroqueleritrina (10), 6,12-

dimetoxidihidroqueleritrina (51), y dihidroqueleritrina (8), Cabe resaltar que los alcaloides 35 y

10 presentaron una mayor actividad que el control, lo que demuestra la importancia de estas

moléculas como posibles agentes antiinflamatorios
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7 3 Resultados de actividad citotóxica

Se realizó la evaluación de la actividad citotóxica sobre algunas líneas celulares

cancerosas de algunos de los alcaloides obtenidos: como: dihidroqueleritrina (8),

acetonildihidroqueleritrina (9), 6-metoxidihÍdroqueleritrina (10), 6-metoxidihidrosanguinahna (35),

e,12-d¡metoxid¡hidroqueleritrina (51), ácido 20-ep/-katónico (52), y 20-ep/-katonato de metilo

(53), los resultados se muestran en la tabla 13

Tabla 13, Resultados de actividad citotóxica CMI (ng/ml).

Substancia

8

9

10

35

51

52

53

OVCAR

>20

3 98

>20

<1

>20

>20

>20

Líneas celulares

UISO

<1

15,8

>20

1,77

251

22 4

>20

Colon

>20

< 1

1,74

<1

>20

19,95

>20

KB

5

>20

1,4

<1

2

7,1

4

OVCAR: Cáncer de ovario; UISO; Carcinoma de cervix; Colon: Cáncer de colon;
KB: Carcinoma nasofaríngeo Las líneas celulares cancerosas son de humano

El alcaloide dihidroqueleritrina (8) presenta inhibición del crecimiento de células

cancerosas de carcinoma nasofarígeo y en mayor proporción contra células de carcinoma de

cervix, y manifiesta cierta selectividad hacia esas líneas celulares cancerosas

De los alcaloides evaluados 6-acetonildihidroqueleritrina (9) es el único que presenta

bioactividad, con cierta selectividad, frente a líneas celulares de cáncer de ovario, pero a su vez

también presenta bioactividad contra líneas celulares de cáncer de colon, y en menor

proporción contra líneas celulares de carcinoma de cervix

El alcaloide 6-metoxidihidroqueleritrina (10) inhibe la proliferación, con cierta

selectividad, de células cancerosas de colon y de carcinoma nasofaríngeo

6-metoxidihidrosanguinarina (35) es el alcaloide que presenta una mayor potencia y a su

vez presenta una menor selectividad en su bioactividad, ya que inhibe la proliferación de todas

las líneas celulares cancerosas evaluadas, a una CMI mínima, por lo tanto este alcaloide es el

de mayor citotoxicidad
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El alcaloide 6,12-dimetoxÍdihidroqueleritrina (51) presenta bioactividad contra líneas

celulares cancerosas de carcinoma nasofaríngeo y es el único que presenta selectividad hacia

una sola línea celular Al comparar las estructuras de los alcaloides 10 y 51, en donde la única

diferencia es el metoxilo en la posición 12 de 51, y tal vez es éste metoxilo, en la posición 12, el

responsable de la selectividad en la bioactividad de 51

Lo relevante en esta evaluación es la bioactividad citotóxica presentada por el ácido 20-

ep/-katónico (52), y el 20-ep/-katonato de metilo (53), así como la selectividad frente a la línea

celular de carcinoma nasofaríngeo, debido a que son substancias de tipo triterpenoide, las

cuales no se caracterizan por presentar este tipo de actividad biológica,

Con base en estos resultados se demuestra la relevancia que este tipo de alcaloides

tiene como posibles agentes potenciales debido la bioactividad presentada, Asimismo, se abre

otro camino para continuar el estudio en cuanto a otras líneas celulares cancerosas, ya que de

acuerdo con estadísticas, el cáncer está ocupando los primeros sitios en causas de muerte en

nuestro país Por ello, es necesario ampliar la gamma de moléculas que puedan actuar como

agentes terapéuticos en el tratamiento de este tipo de enfermedades Por otro lado,

considerando los diferentes usos que se le da a este vegetal, es necesario ampliar su estudio

biológico para determinar una probable actividad antiparasitaria y antiviral
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8 RESUMEN Y CONCLUSIONES

Esta investigación permitió conocer acerca de la estructura molecular y la actividad

biológica de los metabolitos secundarios de Boccónia arbórea S Wats conocida vulgarmente

como "llora sangre", la cual es empleada en la medicina tradicional en la región de Morelos para

el tratamiento de diversas enfermedades de tipo digestivo, respiratorio y cutáneo

El estudio de las partes aéreas, y por primera vez de la raíz y las semillas de esta planta,

permitió la obtención de alcaloides de tipo benzofenantridina tales como: Dihidroqueleritrina (8)

(±)-6-acetonildihidrosanguinarina (15), (-)-6-metoxidihidrosanguinarina (35), (-)-6-

metoxidihidroqueleritrina (10), oxisanguinarina (16), 6-metoxidihidroquelirubina (50), (-)-6 12-

dimetoxidihidroqueleritrina (51), (±)-sanguid ¡merina (23a); de un triterpenoide pehtacídico

denominado como (+)-ácido 20-ep/-katónico (52) y su derivado éster metílico caracterizado

como (+)-20-ep/-katonato de metilo (53),

Se realizó la evaluación biológica de los metabolitos secundarios obtenidos y los

alcaloides 8, 35, 10, 50 y 51 demostraron poseer actividad antimicrobiana, antiinflamatoria y

citotóxica Los triterpenoides 52 y 53 demostraron poseer actividad citotóxica y actividad

antiinflamatoria moderada

Los resultados obtenidos permiten concluir que existe una correlación entre las

actividades biológicas encontradas para las substancias aisladas y caracterizadas, y el uso

popular tradicional del vegetal

El alcaloide (-)-6,12-d¡metox¡dihidroqueleritrina (51) y el triterpenoide (+)-ácido 20-epi-

katónico (52) constituyen nuevos productos naturales,

Los alcaloides de tipo benzofenantridina monoméricos son bioactivos, los diméricos no,

Es importante mencionar que la mayor cantidad de los alcaloides caracterizados se

encontraron en la raíz, y precisamente estas substancias son las de mayor importancia en

referencia a su actividad biológica, por lo que al evaluar el potencial de Boccónia arbórea como

fuente de agentes con actividad terapéutica, es relevante considerar procedimientos que

permitan la conservación del vegetal, Es indudable que el rendimiento relativo de los

metabolitos secundarios constituye una limitante para la obtención a escala de las substancias,

Además, son necesarios estudios adicionales referentes a la toxicidad del vegetal así como de

los metabolitos aislados
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ANEXO I

Datos de Difracción de Rayos X de 6-metoxidihidrosanguinarina (35)
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I'able 1.. Crystal data and structure refinement for AJRAME94.

Identification code

Crystal size

Empirical formula

Formula weight

Iemperature

Wavelength

Crystal system

Space group

Unit cell ¿limensions

Volume

2

Density (calculated)

Absorption coefficient

P(000)

Diffractometer usad

System data collaction

Sean type

Standard refleotions

9 range £or data collection

Index rangos

AJ-RAM-E94

O ,,40 x 0 ,,28 x 0,28 mm

C21H17N°S

363 ..36

293(2) K

0 71073 Á

Orthorombic

M lVl

a = 7 , 8 1 7 5 ( 5 ) Á a « 90C

b = 9 . 5 9 2 1 ( 9 ) k JS a 90C

C = 22 ,714(2) Á y = 90C

1703 . .2 Í2 ) Á3

1,417 g/cm

0.102 mm"

760

Siemens P4/FC

síscans ver 2.1 (Siemens 1994)

w

3 every 9 7 r e f l e c t i o n s

2 .30 to 29..98°

0 s h s 10, 0 s Je s 13, 0 a 1 ss 31
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Solution and Refinement

System solution

Reflections collected

Independent reflections

System refinement

Refinement method

Weighting squeme

Hydrogens atoms

Data / restraints / parameters

2
Goodness-of-fit on F

Final R indicas [I>2ff(D]

R Índices (all data)

Absolute structure parameter

Extinction method

Extinction coefficient

Largest diff, peak and hole

Solved by

SHELXS-97 (Sheldrick, 1990)

2830

2830 (R, = 0,0000)
ínt

SHELXL-97 (Sheldrick, 1997)

Full-matrix least-squares on F

cale

no refined

2830 / 0 / 245

0 351

Rl = 0,0430, wR2 a 0.0693

Rl => 0,1245, wR2 » 0 0817

0(2)

SHELXL

0,0096(5)

0.138 and -0 146 eÁ"3

Simón Hernández-Ortega
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lable 2 „ Atomic coordinates [ x 10 ] and equivalent isotropic
• 2 3

displacement parameters [A x 10 ] for AJRAME94,, U(eg) is

defined as one third of the trace of the orthogonalized ü

tensor,.

0(1)
0(2)
0(3)
0(4)
0(5)

C d >
C(2)
C(3)
C(4)
C(4A)
C(4B)
N(S)
C(6)
C(6A)
C(7)
C(8)
C(9)
C(10)
C(10A)
C(10B)

C(1D
C(12)
C(12A)
C(13)
C(14)
C(15)
C(16)

7787(3)
6101(4)
7362(3)
6064(3).
7219(4)
8644(4)
7 757 (S)
6715(4)
6464(4)
7312(4)
7089(4)
5879(3)
6202(4)
6932(4)
6815(4)
7473(5)
8291(5)
8442(5}
7807(4)
803 7(4)
9205(5)
9360(5)
8431(4)
6298(5)
6482(6)
4068(4)
6586(5)

y

8181(3)
9728(3)
9499(2)
7853(3)
5952(3)
6783(4)
7813(4)
8729(4)
8619(3)
7514(3)
7282(3)
8125(3)
8362(3)
7118(3)
6958(4)
5814(4)
4766(4)
4919(4)
6075(3)
6269(3)
5443(4)
5598(4)
6629(4)
7218(4)
9228(4)
7802(4)

10809(3)

z

4622(1)
4101(1)
1198(1)
-24(1)

-515(1)
3767(2)
4032(2)
3720(2)
3132(2)
2833(2)
2219(2)
1907(1)
1286(2)
969(2)
375(2)

88(2)
378(2)
988(2)

1291(2)
1920(2)
2246(2)
2839(2)
3144(2)
-594(2)
4685(2)
2038(2)
1329(2)

U(eq)

76(1)
77(1)
59(1)
72(1)
85(1)
68(1)
63(1)
60(1)
59(1)
53(1)
55(1)
52(1)
54(1)
56(1)
57(1)
67(1)
79(1)
73(1)
58(1)
59(1)
75(1)
70(1)
58(1)
84(1)
83(1)
71(1)
83(1)
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r a b i e 3.. Bond

0(1) -C (2)
O(2)-C(3)
O(3)-C(16)
0(4) -C (7)
0(5)-C<8)
C( l ) -C(2)
C(2)-C(3)
C(4)-C(4A)
C(4A)-C(4B)
C(4B)-N(5)
H(S) -CdS)
C(6A)-C(7)
C(7)-C(8)
C(9)-C(10)
C(10A)-C(10B)
C ( l l ) - C ( 1 2 )

l e n g t h s [A] for

1,,384(4)
1 ,377(4)
1..426(3>
1.379(4)
1 ,390(5)
l,,3S0(5)
1,392(4)
1.422(4)
1.425(4)
1,.432(4)
1,479(4)
l,,360(4)
1 375(5)
1..398<S>
1,453(5)
1 361(5)

AJRAMS94.,

O(l)-C(14)
0(2)-C(14)
O(3)-C(6)
O(4)-C(13)
O(5)-C(13)
C(1)-C(12A)
C(3)-C(4)
C(4A)-C(12A)
C(4B)-C(10B)
N(5)-C(6)
C(6)-C(6A)
C(6A)-CÍ1OA)
C(8)-C(9)
C(IO)-CÍIOA)
C(1OB)-C(11)
C(12)-C(12A)

1.439(5)
1,441(4)
1.432(3)
1.442(4)
1,424(5)
1..434Í5)
1.354(5)
1,408(4)
1,397(4)
1,452(4)
1 506(4)
1,415(4)
1,361(5)
1,397(4)
1,417(4)
1,409(5)
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l ab ia 4 Angles [ ] for AJRAME94

C(16)-O(3)-C(6)
C(8)-O(5)-C(13)

O(l)-C(2)-C(3)
C(4)-C(3)-C(2)
C(3)-C(4)-C(4A)
C(12A)-C(4A)-C(4B)
C(10B)-C(4B)-C(4A)
C(4A)-C(4B)-N(5)
C(4B)-H(S)-C(15)
O(3)-C(6)-N(5)
N(5)-C(6)-C(6A)
C<7)-C(6A)-C(6)
C(6A)-C(7)-C(8)
C(8)-C(7)-O(4)
C(9)-C(8)-O(5)
C(8)-C(9)-C{10)
C(10)-C(10A)-C(6A)
C(6A)-CC10A)-C(10B)
C(4B)-C(10B)-C(10A)

C(4A)-C(12A>-C(12)
C(12)-C(12A)-C(1)

105.2(3) C(3)-O(2)-C(14)
X11..9C2) C(7)-O(4)-C(13)
106.1(3) C(2)-C(1)-C(12A)
127 6(4) C(l)-C(2)-C(3)
110,0(4) C(4)-C(3)-O(2)
122 .5(4) O(2)-C(3)-C(2)
117 ,,5 (3) C(12A)-C(4A)-C(4)
118 1(3) C(4)-C(4A)-C(4B)
121,3(3) C(10B)-C(4B)-N(5)
118 4(3) C(4B)-N(S)-C(6)
114,,5(3) C(6)-N(5)-C(1S)
111 4(3) O(3)-C(6)-C(6A)
114 .,0(3) C(7) -C(6A) -C(IOA)
122 6(3) C(10A)-C(6A)-C(6)
122 ,,3(4) C(6A)-C(?)-O(4)
110 ,1(3) C(9)-C(8)-C(7)
127 ,8(4) C(7)-C(8)-O(S)
116.2(4) C(10A)-C(10)-C(9)
118,6(4) C(10)-CUOA)-C(10B)
118 ,6(3) C(4B)-C(10B)-C(ll)
120,0(3) C(ll)-C(10B)-C(10A)
120,9(4) C(U)-C(12)-C(12A)
119 9(4) C(4A)-C(12A)-C(1)
119 ,8(4) O(5)-C(13)-O(4)
106 7(3)

105 9(3)
IOS ,9(3)
117 ,2(4)
122,4(4)
128.6(3)
108 ,,9 (4)
120..0O)
121 .9(3)
120 ,,3(3)
117.0(3)
113,2(3)
107 ,3 (3)
117 ,7(3)
119,7(3)
127.6(3)
122,4(4)
109,7(4)
122 .8(4)
122 ,8(4)
118 5(4)
121,5(4)
121 1(4)
120,3(4)
108 ,1(3)
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lable 5.. Anisotropic displacement parameters [Á x 10 ] f or AJRAME94

Ihe anisotropic displacement factor exponent tajees the form:

-2JT (ha*)2ü
11

+ 2hka b O ]

011 U22 D33 023 D13 OÍ 2

0(1)
0(2)
0(3)
0(4)
0(5)
C(l)
C(2)
C(3)
C(4)
C(4A)
C(4B)
M(5)
C(6)
C(6A)
C(7)
C(8)
C(9)
C(10)
C(10A)
C(10B)
C( l l )
C(12)
C(12A)
C(13)
C<14>
C(1S)
CÍ16)

74(2)
89(2)
56(1)
78(2)
84(2)
S5(2)
58(2)
49(2)
55(2)
45(2)
41(2)
44(1)
47(2)
45(2)
46(2)
54(2)
69(3)
64(3)
47(2)
43(2)
57(2)
58(2)
43(2)
87(3)

103(3)
50(2)
81(3)

89(2)
78(2)
43(1)
74(2)
84(2)
62(2)
63(2)
61(2)
53(2)
47(2)
43(2)
49(2)
49(2)
45(2)
55(2)
66(2)
62(2)
54(2)
44(2)
43(2)
60(2)
61(2)
50(2)
96(3)
87(3)
86(3)
47(2)

65(2)
62(2)
79(2)
65(2)
88(2)
88(3)
68(3)
69(3)
69(3)
68(2)
80(3)
61(2)
67(2)
77(3)
70(3)
80(3)

106(4)
102(4)

83(3)
92(3)

108(4)
91(3)
82(3)
69(3)
60(3)
75(3)

123(4)

16(2)
5(2)

-7(1)
-16(2)
-33(2)
26(2)
16(2)
15(2)
12(2)
10(2)

6(2)
1(2)

-5(2)
-9(2)

-10(2)
-27(2)
-32(3)
-12(2)
-10(2)

1(2)
1(3)

17(3)
14(2)

-22(3)
11(3)

1(2)
-10(2)

0(2)
-3(2)

4(1)
-2(2)
-6(2)
-5(2)
-4(2)
3(2)

-5(2)
-1(2)
-5(2)

1(2)
-8(2)
2(2)

-2(2)
2(2)

-1(3)
-3(3)
0(2)

-10(2)
-5(3)

-13(2)
-4(2)
4(3)
1(3)
2(2)
5(3)

-6(2)
11(2)

5(1)
16(2)
15(2)

-10(2)
-17(2)

-4(2)
2(2)

-2(2)
1(2)
8(2)
8(2)
2(2)
3(2)
0(2)
6(2)
9(2)
3(2)
2(2)

1SÍ2)
7(2)

-5(2)
9(3)

- 8 ( 3 )
9 ( 2 )

1 3 ( 2 )
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lable Hydrogen coordinates ( x 104) and isotropic
.2 3

displacement parameters (A x 10 ) for AJRAME94.

U(eq)

H(l)
H(4)
H(6)
H(9)
H(10)
H(ll)
H(12)
H(13A)
H(13B)
H(14A)
H(14B)
H(1SA)
H(1SB)
H(15C)
H(16A)
H(16B)
H(16C)

9363
5764
5113
8725
8988
9874

10091
5196
6931
6838
5467
3737
3360
3932
5S49
7358
6330

6197
9242
8604
3993
4221
4787
5012
7030
7841
9986
8832
6973
8S66
7656

10904
11S48
10856

3980
2932
1098
181

1201
2052
3047
-774
-850
4931
4864
1830
1915
24S3
1107
122 7
1742

82
70
65
95
88
90
84

101
101
100
100
85
85
85

100
100
100
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ANEXO II

Datos de Difracción de Rayos X de sanguidimerina (23a)

153



154



lable 1. Crystal data and structure refinement for AJRAMC-10

Identification cod©

Record Code

Empirical formula

Formula weight

Iemperature

Wavelength

Crystal system

Space group

ünit cell dimensions

aj ramc-10

Volume

Z

Density (calculated)

Absorption coefficient

F(000)

Crystal size / shape / color

Iheta range for data collection

Diffraetometer used /Sean Kode

959., 44

291(2) K

0., 710 73 Á

Orthorhombic

a s 10

b = 15

c = 26

4350,7

4

1.465

,7625(6)

.5199(9)

.0467(15)

(4) Á3

g/cm3

A

Á

Á

a 90'..

= 90°,

= 90°.

0..454 m " 1

1968

0,40 X 0,10 X 0.10 mm / PR1SM/ YELLOW

1 56 to 25,00°,.

CCD área detector/ phi and omega scans
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Solution and Refinement

Index ranges

Reflections collected

Independent re£lections

Complétenoss to theta = 25,00°

Absorption correction

Max,, and min transmission

Refinement method

Data / restraints / parameters

Goodaess-of-fit on P2

Final K Índices [I>2sigma(I)]

R Índices (all data)

Absoluto structure parameter

Largest diff. peak and hole

Solved by

-12<= h <=X2, -18<= k <=1S, -30<= 1 <=30

3S983

7671 [R(int) s 0,1006]

100,0 %

None

0,9560 and 0..8392

Eull-matrix leaat-squares on F2

7671 / 0 / 555

0.893

Rl = 0,0700, WR2 = 0..1435

Rl = 0.1434, WR2 = 0,1634

0,00(11)

0 502 and -0.399 e,Á~3

SimonHO
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Tabla 2.. Atomic coordinates ( x. 104) and equivalent isotropic displacement

parameters (Á2x 103) for AJRAMC-10.. U(eq) is dafined as one third of the

trace of the orthogonalized U¿j tensor..

0(1)

0(2)

0(3)

0(4)

CU)

C(2)

C(3)

C(4)

C(4A)

C(4B)

K(S)

C(6)

C(6A)

C(7)

C(8)

C(9)

C(10)

C(10A)

C(10B)

C(12A)

Cíll)

C(12)

C(13)

C(14)

C(15)

C(16)

0(5)

0(6)

0(7)

4690(5)

4465(5)

6814(5)

6914(5)

5202(6)

4902(6)

4794(6)

4990(5)

5337(5)

5618(5)

5461(4)

6339(5)

6428(6)

6623(6)

6710(6)

6588(7)

6372(6)

6282(6)

6021(5)

5454(6)

6117(5)

5833(6)

4396(8)

4141(6)

6937(8)

7625 (S)

14323(4)

12319(4)

6322(5)

10294(3)

8883(3)

4854(3)

5045(3)

9961(5)

9756(5)

8899(5)

8221(4)

8415(4)

7723(4)

6860(3)

6256(4)

6369(4)

5708(4)

5812(5)

6611(5)

7301(4)

7191(4)

7908(4)

9286(4)

8797(4)

9433(4)

9768(6)

6581(4)

4420(5)

6339(4)

4159(3)

3711(3)

6792(3)

3278(2)

3011(2)

5551(2)

6437(2)

4188(3)

3696(3)

3523(3)

3834(2)

4355(2)

4713(2)

4532(2)

4 771(2)

5350(2)

5680(2)

6201(3)

6421(3)

6096(2)

5564(2)

5210(2)

4530(3)

5347(2)

5022(3)

2863(3)

4606(2)

6025(3)

4520(2)

4169(2)

4319(2)

2428(2)

77(2)

64(1)

60(1)

74(2)

56(2)

58(2)

53(2)

41(2)

37(2)

40(2)

33(1)

34(2)

35(2)

42(2)

51(2)

60(2)

44(2)

38(2)

31(2)

43(2)

41(2)

45(2)

80(3)

49(2)

74(2)

39(2)

66(2)

60(1)

63(1)
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0(8)

0(9)

C ( l ' )

C(2>)

C(3')

C(4'í

C(4'A)

C(4'B)

H(5')

C(6')

C(6'A)

C ( 7 ' )

C ( 8 ' )

C(9r)

C(IO')

C(10C)

C(10D)

C( l l ' )

C(12B)

C(IS')

C{17)

C(19)

C(20)

Cl(2)

Cl(3)

Cl(4)

Cl(5)

Cl(6)

Cl(1A)

C1(2A)

6582(5)

7059(4)

13817(7)

13557(6)

12321(7)

11339(6)

11558(6)

10601(6)

9363(5)

8352(6)

8531(7)

7534(7)

7721(7)

8842(8)

9871(7)

9741(7)

10795(6)

11999(7)

12981(7)

12788(7)

13604(7)

9144(6)

5710(8)

8205(6)

7578(5)

8654(11)

7243(7)

7017(5)

8711(6)

6492(6)

8364(5)

8216(7)

7731(6)

7027(10)

8851(6)

7561(3)

5297(3)

5238(5)

4608(5)

4321(4)

4649(4)

5312(4)

5681(4)

5340(3)

5979(4)

6544(4)

6891(4)

7353(4)

7509(4)

7203(4)

6714(4)

6362(4)

6672(4)

6293(5)

5601(4)

3S86(6)

4550(4)

7315(S)

6484(4)

5984(4)

9672(12)

3425(6)

3014(3)

3703(4)

2696(4)

8766(3)

10596(4)

9342(5)

2627(8)

3385(4)

16 77(2)

3882(2)

3509(3)

3848(3)

3934(2)

3689(2)

3322(2)

3043(2)

3116(2)

3062(2)

2596(2)

2320(2)

1886(3)

1693(3)

1965(3)

2415(2)

2704(2)

2655(2)

2903(3)

3243(2)

4450(3)

2808(2)

2055(3)

3566(2)

3974(2)

3441(3)

4360(3)

3750(2)

4595(2)

4761(2)

3930(2)

3644(2)

2925(2)

3911(4)

4412(3)

69(2)

58(1)

53(2)

46(2)

45(2)

40(2)

39(2)

36(2)

33(1)

37(2)

40(2)

39(2)

46(2)

58(2)

51(2)

43(2)

36(2)

48(2)

57(2)

44(2)

75(2)

54(2)

74(2)

37(2)

32(2)

228(9)

86(3)

117(2)

116(2)

98(2)

67(2)

159(2)

113(2)

146(4)

116(2)
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C1Í3A)

Cl(4A)

C1(5A)

C1(6A)

6557(4)

8431(8)

7923(11)

7931(7)

2961(3)

9057(5)

10449(8)

8865(5)

4947(2)

4040(3)

3365(5)

2910(3)

69(1)

131(3)

147(4)

137(3)
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Pable 3 . Bond lengths [Á] and angles [°] for AJRAMC

0 ( 1 ) - C ( 2 )

0(2)-CO)

O(2)-C(13>

0(3)-C(7)

O(3)-C(15)

O ( 4 ) - C ( 8 )

0 ( 4 ) - C ( 1 5 )

C(1)-C(12A)

C(2)-C(3)

C(3)-C(4)

C(4)-C(4A)

C(4A)-C(12A)

C(4A) -C(4B)

C(4B)-C(10B)

C(4B)-N(5)

N(5)-C(6)

N(5)-C(14)

C(6)-C(6A>

C(6)-C(16)

C(6A)-C(7)

C(6A)-C(10A)

C(7)-C(8>

C(8)-C(9)

C(9)-C(10)

C(10)-C(10A)

C(10A)-C(10B)

C(12A)-C(12)

C(16)-C(17)

O(5)-C(2')

1,389(8)

1 3 9 1 ( 9 )

1 380(7)

1,429(8)

1,382(7)

1,413(8)

1,356(8)

1,,445(8)

1,360(10)

1,403(8)

1.408(10)

1,345(9)

l,,440(8)

1,433(8)

1,454(8)

1,396(7)

1.430(7)

1,469(7)

1,498(7)

1,522(7)

1,536 (7)

1,353(8)

1,400(8)

1,3 71(8)

1 .372(9)

1,385(9)

1,400(8)

1,472(8)

1,428(8)

1 364(8)

1,336(8)

1,,S2 7(7)

1,365(7)
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O(5)-C(13')

0(6) -C(3')

0(6>-C(13')

0 (7) -C(7 ' )

O{7)-C(15')

O(8)-C(8')

O(8)-C(15')

O(9)-C(17)

C(2 ' ) -C(3 ' )

C(3 ' ) -C(4 ' )

C(4')-C(4'A)

C(4'A)-C(4'B)

C(4'A)-C(12B)

C(4'B)-C(10D)

C(4'B)-N(5')

C(6')-C(6'A)

C(6'A)-C(7')

C(6'A)-C(10C)

C{7' ) -C(8 r )

C{8 ' ) -C(9 ' )

C(10')-C(10C)

CÍIOC)-C(IOD)

C(IOD)-Cíl l ' )

C(12')-C(12B)

C(19)-C1(5A)

C(19)-C1(S)

C(X9)-C1(6)

1,388(8)

1.379(7)

1.439(8)

1.343(8)

1,428(8)

1,379(8)

1,412(8)

1.. 227(6)

1 ,348(9)

1.423(9)

1.420(9)

1,336(8)

1,424(8)

1,383(8)

1,412(9)

1,394(8)

1,446(7)

1.479(7)

1,484(7)

1,510(8)

1,538(7)

1,398(9)

1,409(9)

1,354(9)

1 329(9)

1.398(9)

1,404(8)

1 466(9)

1.388(8)

1..37K9)

1.408(9)

1,480(8)

1,455(17)

1,601(17)

1,748(13)
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C(19)

C(19)

C(19)

C(2O)

C(2O)

C(2O)

C(20)

C(20)

C(2O)

-C1(4A)

-C1(4)

-C1(6A)

-C1(1A)

-C1(1)

-C1<2A)

-Cl(3)

-Cl<2)

-C1(3A)

C(3)-0(2)-C(13)

C(7)-O(3)-C(15)

C(S)-O(4)~C(15)

C(2)-C(1)-C(12A)

C(l)-C(2)-C(3)

O(l)-C{2)-C(3)

C(4)-G(3)-O(2)

C(4)-C(3)-C(2)

O(2)-C(3)-C(2)

C(3)-C(4)-C{4A)

C(12A)-C(4A)-C(4)

C(12A)-C(4A)-C(4B)

C(4)-C(4A)~C(4B)

C(10B)-C(4B)-N(5)

C(10B)-C(4B)-C(4A)

N(5)-O(4B)-C(4A)

C<4B)-N(5)-C(6)

C(4B)-N(5)-CÍ14)

C(6)-N(5)-C(14)

N(S)-C(6) -C(6A)

H(S)-C(fi)-C(X6)

C(6A)-C(6)-C{16)

C{7)-C(6A)-C(IOA)

C(7)-C(6A>-C(6)

1,845(14)

1, 923(16)

2 ,022(17)

1,719(13)

1, 730(10)

1,73 7(10)

1,738(9)

l,749<10)

1 844(9)

107.1(6)

104.9(6)

105,0(5)

104,9(5)

118,0(7)

129,4(7)

122,8(7)

107,7(7)

12 7,S (7)

122.3(7)

110,3(7)

116 .4(6)

121,4(6)

118,4(6)

120 ,2(6)

122,4(6)

120 4(6)

117,2(5)

112,5(5)

109 ,9(5)

111,8(4)

112,8(5)

110,2(5)

110,8(5)

117,2(5)

123,4{6)
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C(10A)-C(6A)-C(6) 119,4(6)

C(6A)-C(7)-C<8) 123.3(6)

C(6A)-C(7)-O(3) 126,6(6)

C(8)-C(7)-O(3) 110 0(6)

O(4)-C(8)-C(7) 110.8(6)

O(4)-C(8)-C(9) 128.3(7)

C(7)-C(8)-C(9) 120,8(7)

C(8)-C<9)-C(10) 117,4(7)

C(9)-C(10)-C(10A) 121,5(6)

C(6A)-C(10A)-C(10) 119 .8(6)

C(6A)-C(10A)-C(10B) 117,5(5)

C(10)-C(10A)-CUOB) 122 ,7(6)

C(4B)-C(10B)-C(ll) 116.9 (6)

C(4B)-C(10B)-C(10A) 118,9(6)

C(11)-C(10B)-C(10A) 124., 1(6)

C(12)-C(12A)-C (1) 122,1(6)

C(12)-C(12A)-C(4A) 118,9(6)

C(1)-C(12A)-C(4A) 119,1(6)

C(12)-C(ll)-C(10B) 122 ,6 (6)

C(11)-C(12)-C(12A) 122,7(6)

O(l)-C(13)-O(2) 110,0(6)

O(3)-C(15) -0(4) 109,1(5)

C(17)-C(16)-C(6) 109.7(5)

C(2')-O(5) -C(13') 108,3(6)

C(3')-O(6)-C(13') 105,3(6)

C(7')-O(7)-C(15') 104,0(6)

C (8 0-0 (8) -C(15') 104 7(5)

G(2')-C(1')-C(12B) 116.4(7)

C(l')-C(2')-O(5) 130,3(7)

C(l')-C(2')-C(3') 121,6(7)

OÍ5)-C(21)-C(31) 108,1(6)

C(4')-C(31)-D(6) 127..4Í7)

C(4')-C(3')-C(2') 123,2(6)

O(6)-C(3')-C(2') 109,3(6)

C(3') -C(41)-C(4'A) 117,7(6)
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C(4'B)-C(4'A)-C<12B) 119,3(6)

C(4*B) -C(4'A)-C<4«) 121.8(6)

C(12B) -C(4lA)-C(4') 118 .8(6)

C(4'A)-C(4'B)-C(10D) 122,4(6)

C(4'A)-C(4'B)-N(5') 117.8(6)

C(10D)-C(4'B)-N(51) 119 8(5)

C(4'B)-N(5')-C(61) 114.9(5)

C(4'B)-N(5')-C(14') 112.2(5)

Cte'J-NÍS^-Ct^1) 112,7(5)

N(5') -C(6')-C(6'A) 111.. 9 í 5)

H(S')-C{6')-C(16') 109,7(5)

C(6 1A)-C(6')-C(16 t) 113,8(5)

C(7t)-C(6'A)-C(10C) 117,8(6)

C(7')-C(6'A)-C(6') 122,6(6)

C(10C)-C(6'A)-C(6 1) 119 .6(6)

O(7)-C(7')-C(81) 112,3(6)

O(7)-C(71>-C(6'A) 126 .4(6)

C(81)-C(7')-C(6'A) 121.2(7)

C(9')-C(8')-C(?') 123.2(7)

C(9')-C(8')-O(8) 127 ,9(7)

C(7')-C(8')-O(8) 108,7(7)

C(8')-C(9')-C{10') 117.7(7)

CO'J-CdO'J-CUOC) 121, 9(7)

C(10')-G(10C)-C(6'A) 118,1(7)

C(10')-C(10C)-C(10D) 123,5(7)

C(6'A)-C(10C)-C(10D) 118,3(6)

C(ll')-C(10D)-C(4'B) 117,4(6)

C(ll')-C(10D)-C(10C) 123,2(6)

C(4'B)-C(10D)-C(10C) 119,5(6)

C(12')-C(ll')-C(10D) 121.9(6)

C(11')-C(12')-C(12B) 120.6(7)

C(12')-C(12B)-C(4'A) 118,2(7)

C(12')-C(12B)-C(1') 119,5(7)

C(4'A)-C(12B)-C{1') 122,3(6)

O(5)-C(13')-O(6) 108,9(6)

0(8)-C(15')-O(7) 108,7(6)
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C(17)-C(16')-C(6') 113.1(5)

O(9)-C(17)-C(16') 121.6(5)

O(9)-C(17)-C(16) 1207(6)

C(16')-C(17)-C(16) 117 .7(5)

C1(5A)-C(19)-C1(S) 30.9(6)

C1(5A)-C(19)-C1(6) 80,2(7)

Cl (5)-C(19)-Cl(6) 110.4(8)

C1(5A) -C(19)-C1(4A) 118 ,3 (8)

C1(5)-C(19)-C1(4A) 98 3(6)

C1(6)-C(19)-C1(4A) 115,2(10)

Cl (5A) -C (19) -Cl (4) 127 „ S (8)

C1(5)-C(19)-C1(4) 112,8(6)

Cl(6)-C(19)-Cl (4) 101 .8(10)

C1(4A) -CÍ19) -Cl(4) 16.3(3)

Cl(5A)-C(19)-Cl(6A) 102,3(8)

Cl(5)-C(19)-Cl(6A) 132,0(8)

C1(6)-C(19)-C1(6A) 22,2(4)

C1(4A)-C(19)-C1(6A) 102,1(9)

Cl(4) -C(19)-C1(6A) 86 5(8)

C1(1A)-C(2O)-C1(1) 24.5(4)

C1(1A)-C(2O)-C1(2A) 99,4(7)

Cl(l)-C(20) -C1(2A) 101,5(6)

C1(1A)-C(2O)-C1(3) 83 „ 0(5)

Cl(l)-C(20)-Cl(3) 104,3(5)

C1(2A) -C(20) -Cl(3) 113 .1(6)

C1(1A)-C(2O)-C1(2) 122,6(7)

Cl(l)-C(20)-Cl(2) 122,6(6)

C1(2A)-C(2O)-C1(2) 23,2(3)

Cl(3)-C(20)-Cl(2) 111.8(5)

CX(1A)-C(2O)-C1(3A) 103,3(6)

Cl(1)-C(20)-Cl (3A) 124,2(5)

Cl(2A)-C(20)-Cl(3A) 108,6(5)

C1(3)-C(2O)-C1(3A) 20.3(2)

Cl(2) -C(20) -C1(3A) 9 9,7(5)

Symmetry transformations used to genérate eguivalent atoms;
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Table 4., Anisotropic displacemant paramo ters (Á2x 10 3) for AJRAMC, I'he

anisotropic displacement factor exponont taJces the fomt: -2 2 [ h^ a * 2 u n +

+ 2 h k a* b* U 1 2 1

U23 J13

0(1)

0(2)

0(3)

0(4)

C(l)

C(2)

C(3)

C(4)

C(4A)

C(4B)

N(5)

C(6)

C(6A)

C(7)

C(S)

C(9)

C(10)

C(10A)

C(10B)

CC12A)

C(ll)

C{12)

C(13)

C(14)

C(15)

C(16)

0(5)

0(6)

0(7)

0(8)

110(5)

87(4)

94(4)

109(5)

70(6)

55(5)

46(5)

35(4)

20(3)

23(4)

27(3)

29(4)

32(4)

40(4)

50(5)

56(5)

41(4)

39(4)

30(4)

44(4)

33(4)

52(5)

92(7)

42(4)

93(7)

45(4)

50(3)

47(3)

61(4)

69(4)

55(3)

69(4)

38(3)

68(4)

49(5)

38(5)

79(6)

46(4)

51(4)

49(5)

33(3)

37(4)

49(4)

50(5)

54(5)

81(6)

47(4)

44(4)

29(4)

35(4)

52(5)

27(4)

81(7)

41(4)

53(5)

38(4)

74(4)

60(3)

71(4)

72(4)

66(4)

37(3)

48(3)

45(3)

49(5)

S0<6)

35(4)

43(4)

40(4)

48(4)

39(3)

37(4)

22(3)

35(4)

49(5)

44(5)

42(4)

29(4)

34(4)

49(5)

37(4)

56(5)

67(6)

64(5)

76(6)

32(4)

74(4)

72(3)

56 (3)

66(4)

30(3)

7(3)

7(3)

18(3)

11(4)

27(5)

4(4)

-7(4)

7(4)

-11(4)

1(3)

-3(3)

-1(3)

0(4)

12(4)

10(5)

11(4)

-1(3)

-6(3)

-1(4)

-19(4)

4(4)

22(6)

-9(4)

18(5)

5(3)

18(3)

8(3)

18(3)

26(3)

-22(4)

-16(3)

10(3)

16(3)

-13(4)

6(5)

-6(3)

-7(3)

-6(3)

2(3)

-3(3)

0(3)

2(3)

14(3)

7(4)

-2(4)

8(4)

-2(3)

2(3)

5(4)

6(3)

-2(4)

-13(5)

-17(4)

-8(5)

8(3)

-16(3)

-19(3)

-8(3)

-7(3)

1(3)

7(3)

17(3)

15(4)

2(4)

10(4)

3(4)

-3(3)

4(3)

-1(3)

-4(3)

-14(3)

1(3)

-5(4)

5(4)

-1(5)

3(4)

8(3)

-1(3)

0(4)

9(3)

2(3)

7(6)

0(3)

19(5)

6(3)

-10(3)

-1(3)

12(3)

7(3)
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0(9)

C ( l ' )

C(2 ' )

C(3 ' )

C(4 ' )

C(4'A)

C(4'B)

H(S')

C(6 ' )

C(6'A)

C(7 ' )

C(8 ' )

C(9 ' )

C(IO')

C(10C)

C(10D)

C(ll')

G(12')

C(12B)

C(13')

C(14')

C(15<)

C(16<)

C(17)

C(19)

C(20)

77(4)
41(5)

36(4)

6S(5)

41(4)

41(4)

31(4)

38(3)

43(4)

64(5)

46(5)

51(5)

90(7)

81(6)

73(6)

38(4)

52(5)

46(5)

50(5)

64(6)

51(5)

71(6)

46(4)

22(3)

128(10)

59(5)

47(3)
64(5)

55(5)

46(4)

45(4)

45(4)

42(4)

32(3)

39(4)

23(4)

35(4)

45(5)

39(4)

31(4)

26(4)

40(4)

50(5)

69(6)

4S(4)

80(6)

45(4)

69(6)

35(4)

33(4)

520(30)

82(6)

48(3)
55(5)

47(5)

25(4)

33(4)

32(4)

34(4)

29(3)

30(4)

33(4)

3 7(4)

43(5)

45(5)

41(4)

31(4)

30(4)

41(4)

57(5)

35(4)

80(6)

66(5)

81(6)

28(4)

42(4)

34(6)

117(7)

-7(2)
1(4)

-16(4)

-1(4)

-7(3)

-11(3)

-8(4)

1(2)

1(3)

2(3)

-8(3)

-7(4)

18(4)

-3(4)

-7(3)

-3(3)

0(4)

-6(4)

-11(4)

14(5)

-10(4)

18(5)

-7(3)

-10(3)

5(11)

13(6)

25(3)
8(4)

-10(4)

-5(4)

-1(3)

5(3)

1(3)

4(2)

3(3)

12(4)

-1(4)

-6(4)

-7(5)

13(4)

6(4)

1(3)

7(4)

13(4)

-1(4)

-12(5)

-6(4)

-14(5)

-6 (3 )

5(3)

0(6)

-2(5)

-23(3)

-8(4)

13(4)

-6(4)

3(4)

-10(4)

1(3)

0Í3)

1(3)

-7(4)

3(4)

7(4)

11(5)

-5(4)

-4(4)

7(4)

-9(4)

-14(4)

-8(4)

1(5)

-5(4)

5(5)

-1(3)

4(3)

157(15)

-27(5)
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Iable 5, Hydrogen coordinates ( x. 104) and isotropic displacement parameters

(Á2x 10 3) for AJRAMC,

U(eq)

H(4)

K<9)

H(10)

H{12)

HU3A)

H(13B)

H(14A)

H{14B)

H(14C)

H(15C)

H(15D)

H{16A)

H(16B)

H(l')

H{4')

H(6")

H(9')

H(13C)

H(13D)

H(14D)

H(14E)

H{14F)

H(15A)

H(15B)

HU6O

5240

4906

6037

664 7

6285

6389

S895

4971

3564

3968

4015

3595

7 714

6262

7873

8233

14626

10539

7581

8938

10664

12144

13783

13724

13850

9010

8425

98S5

5036

5363

9021

10533

7656

5671

6686

7850

8938

9999

98 7 7

9899

6531

6033

7000

4104

4013

6940

6022

5426

4451

5656

7812

7328

7150

6495

3686

2999

4705

4255

4179

6995

7823

6657

4294

3719

4705

6 7 74

6234

5675

5136

2584

2743

4966

4443

4456

6033

6068

4513

4719

3452

3755

3009

138 7

1844

2449

2846

4815

43 74

2456

2937

2833

189 7

2218

3687

67

49

41

73

52

49

54

96

9$

59

59

59

89

89

46

46

64

48

45

69

61

57

68

90

90

65

65

65

88

88

44
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H(16D)

H(19>

H(20)

7 730

9532

6 748

7004

9687

3954

3499

3341

4375

44

2 7 4

1 0 3
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04
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CIO

C1

C12
C11

171



172-



ANEXO

Datos de Difracción de Rayos X del ácido 20-ep/-katónico (52)
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lable 1.. Crystal data and structure refinement for AJ-All-8,.

Identification code

Crystal size

Empirical formula

Formula weight

Temperature

Wavelength

Crystal system

Space group

ünit cell dimensions

Volume

Z

Density (calculated)

Absorption coefficient

F(000)

Diffractometer used

System data collection

Sean type

Standard reflections

9 range for data collection

Index ranges

AJA-118

0,32 x 0.20 x 0,20 mm

C30H48°3 WÍth C H 3 ° H

488 73

293(2) K

0,. 71073 Á

Orthorhombic

P 21 21 21

a = 11.0739(12) Á a = 90C

b = 14,115(3) Á j3 = 90°

c = 18,510(3) Á y = 90°

2893 2(8) Á3

1 ,122 g/cm

0,072 mm~

1080

Siemens P4/PC

xscans ver 2,1 (Siemens 1994)

o) sean

3 every 9 7 reflections

1,81 to 25,00°

0 s h s 13, 0 £ k s 16, 0 s 1 S 22
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Solution and Rofinement

System solution

Reflections collected

Independent reflections

Absorption correction

System refinement

Refinement method

Weighting squeme

cale

Hydrogens atoms

Data / restrairxts / parameters

2

Goodness-of-fit on P

Final R Índices [I>2ff(I)]

R Índices (all data)

Absolute structure parameter

Extinction method

Extinction coefficient

Extinction expression

Largest diff.. peak and hole

Solved by

SHELXS-9 7 (Sheldrick, 1990)

2875

287S (R. s 0,0000}

Kone

SHELXL-97 (Sheldrick, 1997)

Pull-matrix least-squares on

no refined except H on O atoms

2875 / 0 / 326

0 762

Rl = 0.0486, wR2 = 0,0628

Rl = 0,1481, -wR2 = 0 0765

7(3)

SHELXL

0.00193(10)

* 2 "i —1/4
Fe =kFc[l+0 OOlxFc X /sin(20)] '

0.154 and -0.181 eA

Simón Hernández-Ortega
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Xable 2.. Atoraic coordinates [ x 10 ] and equivalent tsotropic
• 2 3

displacement parameters [A x 10 ] for AJ-A11-8 tr(eg) is

defined as one third of the trace of the orthogonalized ü

tensor.,

C(l)
C(2)
C(3)
C(4)
C(5)
C(6)
C(7)
C(8)
C{9)
C(10)
C(U)
C(12)
C(13)
C(14)
C(1S)
C(16)
CC17)
C(18)
C(19)
C(20)
C(21)
C(22)
C(23)
C(24)
C(25)
C(26)
C(27)
C(28)
C{29)

C(30)
COI)
0(1)
0(2)
0(3)
0(4)

X

5411(5)
5334(6)
6531(6)
7571(6)
7613(5)
8641(5)
8873(5)
7735(6)
6621(5)
6407(5)
5494(5)
5745(6)
6817(6)
7947(5)
9071(5)
9130(5)
7975(6)
6878(5)
6805(5)
6810(6)
7942(5)
8057(6)
8777(6)
7456(6)
5965(5)
7535(5)
8151(5)
7827(6)
6774(5)
5680(6)
1851(9)
5621(4)
4690(4)
6807(6)
2632(5)

y

4553(4)
3519(4)
2993(5)
3465(4)
4545(4)
5103(4)
6027(4)
6658(4)
6067(4)
5109(4)
6685(4)
7697(4)
8072(4)
7451(4)
8045(4)
9052(4)
9624(4)
9098(4)
9178(3)

10208(4)
10698(4)
10625(4)
2986(4)
3281(4)
5239(4)
7123(4)
7031(3)
9732(4)

10223(4)
10 719(5)

938(8)
11537(3)
10192(3)
2938(3)
1019(5)

z

1521(4)
1762(4)
1662(4)
2059(3)
1861(3)
2209(3)
17 78(3)
1737(3)
1513(3)
1933(3)
1464(3)
1214(3)
1097(3)
1133(3)
1321(3)
982(3)

1150(3)
843(3)

9(3)
-251(3)

29(3)
841(3)

1823(4)
2886(3)
2724(3)
2491(3)
371(3)

1980(3)
-1096(3)

-10(4)
577(5)
199(3)
-79(3)
912(3)
146(3)

u(eq)

59(2}
64(2)
61(2)
53(2)
46(2)
52(2)
47(2)
42(2)
46(2)
42(2)
56(2)
51(2)
43(2)
42(2)
52(2)
55(2)
45(2)
41(2)
41(2)
54(2)
59(2)
56(2)
64(2)
69(2)
58(2)
53(2)
49(2)
65(2)
71(2)
54(2)

277(9)
86(2)
68(2)
68(2}

106(2)
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lable 3., Bond

C(l)-C(2)

C(2)-C(3)
C(3)-C(4)
C(4)-C(23)
C(5)-C(6)
C(6)-C(7)
C(8)-C(9)
C(8)-C(14)
C(9)-C(10)
C(ll) -C(12)
C(13)-C(14)
C(14)-C(15)
C(15)-C(16)
C(17)-C(22)
C(17)-C(28)
C(19)-C(20)
C(20)-C(21)
C(21)-C(22)
C(30)-O(2)

lengths JA] for

1,529(7)
1,530(8)
1,519(8)

1,559(8)
1,527(7)
1,550(7)
1,546(7)
1,599(7)
1,577(7)
1,528(7)
1,528(8)
1,540(7)
1,555(7)
l.,527(7)
1,551(7)
1,532(7)
1,523(7)
1,511(7)
1,331(8)

AJ-A11-8.

C(l ) -CdO)
C(3)-O(3)
C(4)-C(24)
C(4)-C(5)
C(5)-C(10)
C(7)-C(8)
C(8)-C(26)
C(9)-C(1D
C(1O)-C(25)
C(12)-C(13)

CÍ13)-C(18)
CÍ14)-C(27)
CU6Í-CÍ17)
C(17)-C(18}
C(18)-C(19)
C(20)-C{30)
C(20)-C(29)
C(30)-O(l)
C(31)-O(4)

1,553(7)
1,423(8)
1,558(7)
1,568(7)
1,561(7)
1,545(7)
1,558(7)
1,525(7)
1.556(7)
1.317(7)
1 524(7)
1 548(7)
1 544(7)
1.534(7)
1,550(7)
1,511(8)
1,565(7)
1,220(7)
1,182(9)
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Table 4, Angles [ ] for AJ-All-8,

0(3>-
C(4)-
C(3)-
C(3)-
C(23)
C(6)-
C(5)-
C(7)-
C(9)-
C(9)-

C(3)-C(4)
C(3)-C(2)
C(4)-C(23)
C(4)-C(5)
-C(4)-C(5)
C(5)-C(4)
C(6)-C(7)
C(8)-C(9)
C(8)-C<26)
C(8)-C(14)

C(8)-C(9)-C(10)

C(5)-C(10)-C(9)
CÍ13)-C(12)-CC11)
C(12)-C(13)-C(18)
C(13)-C(14)-C(15)
C(15)-C(14)-C(27)
C(15)-C(14)-C(8)
C(14)-C(15)-C(16)
C(22)-C(17)-C(18)
C(18)-C(17)-C<16)
C(18)-C(17)-C(28)
C(13)-C(18)-C(17)
C(17)-C(18)-C(X9)
C(30)-C(20)-C(21)
C(21)-C(20)-C(19)
C(21)-C(20)-C(29)
C(22)-C(21)-C(20)
O(1)-C(3G)-O(2)
O(2)-C(30)-C(20)

112 3(6)
109 4(6)
112,6(6)
108,9(5)
109 ,7(5)
109 ,3(5)
115 ,,2(5)
109,9(5)
110 .7(4)
110 8(5)
107 9(5)
111 1(5)
116 8(5)
108 0(5)
10 7,3(5)
105.5(5)
126,0(6)
118 ,2(6)
111,1(5)
107,2(5)
110 0(5)
116 1(5)
110 ,9(5)
109 ,1(4)
109,3(5)
112,4(5)
112 ,1(5)
111,4(5)
109,1(5)
110 8(6)
112 2(5)
121:0(7)
112 8(6)

C(l)-
OÍ3)-
C(3)-
C(24)
C(24)
C(6)-
C(10)
C(8)-
C(7)-
C(7)-
C(26)

C(2)-
C(3)-
C(4)-
-C(4)
-C(4)
C(5)-
-C(5)
C(7)-
C(8)-
C(8)-
-C(8)

C(3)
C(2)
C(24)
-C(23)
-C(S)
C(10)
-C(4)
C(6)
C(26)
C(14)
-C(14)

C(l)-C(10)-C(2S)
C(2S)-C(10)-C(S)
C(25>-C(10)-C(9)

C(12)-C(13)
C(14)-C(13)
C(13)-C(14)
C(13)-C(14)
C(27)-C(14)
C(17)-C(16)
C(22)-C(17)
C(22) -C(17)
C(16)-C(17)
C(13)-C(1S)
C(20)-C(19)
C(30)-C(20)
C(30)-C(20)
C(19)-C(20)
C(21)-C(22)
O(l)-C(30)-

-C(14)
-C(18)
-C(27)
-C(8)
-C{8)
-C(15)
-C(16)
-C(28)
-C(28)
-C(19)
-C(18)
-C(19)
-C(29)
-C(a9)
-C(17)
C(20)

112
109
109
105
113
109
116

108
108
110
113
107
114,
114,
113
120.
121,
10 7,
108,
112,
111,
111,
106,
109,
14.2 „
112,
110,
105,
109,
115,
126,

.3(6)
3(6)
,9(6)
,8(6)
,1(5)
,8(4)
,8(5)

,3(5}
,6(5)
,5(4)
,4(5)
,4(5)
1(5)
2(5)
9(5)
0(5)
,4(6)
,4(5)
2(5)
9(4)
3(5)
1(5)
6(5)
8(5)
0(5)
4(5)
9(6)
5(5)
0(5)
5(5)
1(7)
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.2 3
lable 5, Anisotropic displacement parameters [A x 10 1 for AJ-A11-8

Ihe anisotropic displacement factor exponent takes the fomu
2 * 2

-2TT E (ha ) Ü
11

* *
2hka b U12

011 U22 Ü33 U23 U13 012

C(l)
C(2)
C(3)
C(4)
C(5)
C(6)
C(7)
C(8)
C(9)
C(10)
C(l l )
G(12)
C(13)
C(14)
C(15)
C(16)
C(17)
C(18)
C(19)
C(20)
C(21)
C(22)
C(23)
C(24)
C(25)
C(26)
C(27)
C(28)
C(29)
C(30)
C(31)
0(1)
0(2)
0(3)
0(4)

35(4)
56(5)
56(5)
53(5)
43(4)
34(4)
39(4)
26(4)
28(4)
31(4)
30(4)
46 (S)
31(4)
28(4)
39(4)
31(4)
39(4)
36(4)
38(4)
46(4)
51(5)
60(5)
58(S)
70(5)
50(4)
48(4)
43(4)
76(6)
52(4)
50(5)

189(16)
59(3)
52(3)
89(4)
70(4)

57(5)
62(4)
47(4)
57(4)
41(4)
60(5)
40(4)
49(4)
58(4)
54(4)
62(5)
53(4)
45(4)
51(4)
47(4)
64(5)
42(4)
38(4)
37(4)
63(5)
49(5)
53(4)
43(4)
66(5)
56(4)
56(4)
50(4)
56(4)

105(6)
68(5)

520(30)
56(3)
S6(3)
55(3)

143(5)

84(5)
74(5)
79(6)
50(4)
54(4)
61(5)
60(4)
51(4)
51(4)
41(4)
7 7(5)
54(5)
S2(4)
47(4)
71(5)
70(5)
54(4)
50(4)
49(4)
54(5)
76(5)
56(4)
91(6)
70(5)
66(5)
53(4)
53(4)
62(5)
58(5)
43(4)

123(11)
144(5)

95(5)
61(4)

106(6)

19(4)
4(4)

17(4)
4(4)
2(3)

-3(4)
-9(4)
-9(3)
7(4)
4(4)
9(4)
1(4)

-6(3)
-1(3)
1(4)

-5(4)
2(3)

-6(3)
-5(3)
4(4)

11(4)
-6(4)

-11(4)
20(4)

9(4)
4(4)

-6(3}
-16(4)
17(4)
13(4)

150(14)
-18(4)

-6(3)
-6(3)
46(4)

-1(4)
-14(4)

-9(5)
-3(4)
-3(4)
-4(4)
-2(4)

-10(3)
-1(3)
-2(3)
1(4)
3(4)

-8(4)
-8(3)
2(4)
4(4)

-9(4)
6(4)

-1(4)
-10(4)

-5(5)
-11(4)

0(5)
1(5)
3(4)

-2(4)
6(4)

-20(5)
7(4)

-13(4)
-7(10)

-29(4)
4(3)

-3(3)
42(4)

-6(4)
-19(4)

-2(4)
-6(4)
6(3)
5(4)
6(4)
0(3)
5(4)

-3(3)
-4(4)
15(4)
-4(3)
-5(3)

7(4)
-6(4)
2(4)

-3(3)
1(3)

-9(4)
-11(4)

-2(4)
0(4)
4(4)

-2(4)
2(4)
2(4)
5(4)

-19(5)
-3(4)

100(19)
-6(3)
-2(3)
-7(3)
38(4)
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rabie Hydrogen coordinates ( x 104)
• 2 3

displacement parameters (A x 10 ) £or AJ-A11-8

and isotropic

H(1A)
H(1B)
H(2A)
H(2B)
H(3A)
H{5)
H(6A)
H(6B)
H(7A)
H(7B)
H(9)
H(11A)
H(11B)
H(12)
H(1SA)
H(1SB)
H(16A)
H{16B)
H(18)
H(19A>
H(19B)
H(2lA)
H(21B)
H(22A)
H(22B)
H{23A)
H(23B)
H(23C)
H<24A)
H(24B)
H(24C)
H(25A)
H(25B)
H(25C)
H(26A)
H(26B)
H(26C)
H(27A)
H(27B)
H{27C)
H(28A)
H(28B)
H(28C)
H(29A)
H(29B)
H(29C)
H(31A)
H(31B)
HÍ31C)

4638
5580
4711
5105
6438
7796
9369
8432
9520
9131
6785
5112
4930
5079

9781
9113

9827

9226

6160

7485

6072

8646

7921
7427

8827

8896
8 741

9436

8118

74 71

6709

6S67

583X

5225

6835

8230

7419

8858

8261

7462

7106

8513

77 70

7479

6755

6064

1413

1311

2193

4857

4575
3200

3496
2347

4556

4721

5258
6379

5866
5874

6707

6393

8086

7695
8109

9386

8997

9415
8847

8871

10413

11360
11007

10896

3079

2320

3265

3578
2612

3541

5575

4629

5593

7523

7496

6638
6637

7536

6659

10085

10061

9116

9913

10867

9898

363
1469

917

1602

100 7

1486

2268

1849

1343

2215

2704

2007

1293

1014

1935

1131
1137

1168
1842

1171

463
1036

-203

-157

-194

-108

1059

983
1314

1926

2084

3133

2976
3058

2996

2939

2726
2474

2616

2847

376
30
234

2081

2173

2197

-1283

-1262

-1262

486
541

1053

70
70
76
76
73
56
62
62
56
56
55
68
68
61
63
63
66
66
49
49
49
70
70
67
67
77
77
7 7
82
82
82
69
69
69
63
63
63
59
59
59
78
78
78
86
86
86
60
60
60 181



H{2)
H(3)
H(4)

4300(50)
6760(70)
3040(70)

10460(50)
2480(40)
1520(40)

180(40)
690(30)

-200(40)

81
82

127

182



Table 7.. Intramolecular and Intermolecular hydrogen bond,

D-H A d(D-H) d(H.,,..A) d(D... ,A> < (DKA)
O(2)-H(2) .. , O{4)#1 0,75(6) 2,02(7) 2,,594{7) 134(7)
O(3)-H(3) 0(l)#2 0.77(5) 2.04(6) 2,716(6) 146(8)
0(4)-H(4) .. .O(3)ff3 l,,05(6) 2,,04(7) 2.615(8) 111(5)

Symmetry transformations used to genérate equivalent atoms:
#1 x,y+l,z #2 x,y-l,z #3 x-1/2,-y+1/2,-z
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o
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CM

O
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