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1. INTRODUCCION

El auge en el estudio de los productos naturales comenzo desde la mitad del pasado siglo y
se mantiene hasta nuestros dias. Es resultado, del interés de los quimicos por descubrir
compuestos novedosos. de los farmacologos por encontrar nuevos medicamentos, de los
bioquimicos por conocer como se generan las diferentes substancias y de los botanicos por
establecer relaciones entre la composicion quimica y la clasificacion de los organismos. El
desarrollo de nuevas técnicas analiticas como son: cromatografia, espectrometria de masas,
las espectroscopias de ultravioleta, infrarrojo, y muy especialmente, la de resonancia
magnética nuclear, asi como la cristalografia de rayos X, han contribuido decisivamente al
permitir la identificacion un gran nimero de compuestos en un espacio de tiempo realmente

corto [1].

Como resultado de lo anterior, se cuenta con mucha informacién sobre los metabolitos
secundarios que producen los diferentes organismos, asi como de su biogénesis. Se sabe
también que algunos metabolitos secundarios estan restringidos a ciertos taxa y que pueden
ayudar a distinguir a un grupo de plantas de otro, perfilar diferencias entre taxas
indeterminados o revelar relaciones insospechadas. Es asi como surge la Quimiotaxonomia,
que puede ser definida como la investigacién de las potencialidades de los caracteres
quimicos para el estudio de los problemas taxondémicos y filogenéticos, cuyos principios,
elaborados por De Candolle y Greshoff, establecen que “los caracteres quimicos de las

plantas pueden ser de gran valor para su clasificacion” [1].



Las especies de la familia Solanaceae producen una gran diversidad de metabolitos
secundarios, entre ellos los withaesteroides que constituyen un grupo de substancias que,
debido a su distribucion restringida, pueden resultar ttiles como caracteres taxonomicos y
posiblemente en un futuro ayudar a delimitar las relaciones a nivel infragenérico e
infraespecifico, ya que uno de los problemas que presenta esta familia es un gran
polimorfismo fenotipico debido al cual, su circunscripcién esta constantemente sometida a

debates [2].

Con esta idea basica se ha emprendido el analisis sistematico de uno de los géneros de la
familia Solanaceae, el género Physalis. Como parte de este estudio, en la presente tesis se

muestran los resultados del estudio quimico de Physalis cinerascens (Dunal) A. S. Hitche.

Estos resultados son una contribucién tanto al conocimiento de nuevos metabolitos
secundarios como al de la composicién quimica del género y al mismo tiempo aportan a la
sistemadtica nuevos elementos que pueden ayudar a esclarecer e inclusive refutar relaciones

entre las especies de Physalis.



2. ANTECEDENTES

2.1. LA FAMILIA SOLANACEAE

Las primeras referencias a esta familia se encuentran en el Cédice Dioscérides (A.C. 815) y
corresponden a Solanum (Strychnos) nigrum, Physalis (Physallis) alkekengi y a la
Mandragora, que s6lo fue ilustrada. Estas plantas poseian ya una reputacién farmacologica
y en la época medieval fueron citadas nuevamente en un listado de plantas [3].
Posteriormente Tournefort (1700) tomé como caracter distintivo de la familia el fruto
blando y reconocié 7 géneros. Poco después Linneo en sus obras: Species Plantarum
(1753) y Genera Plantarum (1754), reconocié dos grupos de los que ahora llamamos
Solanaceae. En el primer grupo incluye a Datura, Hyosciamus. Nicotiana, Mandrdgora,
Atropa, Physalis, Solanum y Capsicum y en el segundo a Browallia y Schwenckia. Por esa
época Phillip Miller reconoce al género Lycopersicon en el que incluye a la papa
(actualmente en el género Solanum) y al jitomate y los distingue del género Solanum. En
1789 Michel Félix Dunal, con la tutoria de Augustin Pyramus De Candolle, realizé su tesis
doctoral sobre la familia Solanaceae que se publico en 1813. Esta obra es un tratado sobre
propiedades medicinales y usos de Solanum, en la que describe su morfologia y revisa la
taxonomia de las 235 especies conocidas hasta entonces e incluye ilustraciones de las
mismas. Tiempo después Dunal revisa su propio trabajo basandose en materiales de Jean
Baptiste de Lamark, Alexander Von Humboldt y Aimé Jaques Benpland y publica, en
1852, el tratado més completo del siglo XIX “Solanaceae” para el Prodromus Systematis
Naturalis Regni Vegetabilis de De Candolle. En el 1ltimo cuarto del siglo XIX se publican
dos trabajos que ain predominan entre los sistemas de clasificacion de plantas vasculares:

“Genera Plantarum” de Bentham y Hooker y “Die Naturliechen Pflanzen Familien” de



Engler y Prantl. En el primero Bentham reconoce 67 géneros de solanaceas, mientras que
en el segundo Engler reconoce 76. Desde entonces a la fecha el nimero de géneros dentro
de la familia no se ha incrementado notablemente (alrededor de 85). pero el nimero de

especies es ya cercano a 3000 [3].

Las solanaceas son un grupo cosmopolita, se les encuentra distribuidas por todo el mundo,
principalmente en regiones tropicales y templadas, pero su centro de diversidad se localiza
en el oeste y sureste de América donde se albergan 60 géneros nativos, 28 de los cuales son
endémicos de Sudamérica y las Galdpagos [3] y los demas se distribuyen en las regiones
templadas del continente y en Ameérica central. Existen muchas formas cultivadas de
solanaceas, de las cuales la mayoria se han domesticado en América [3]. Esta familia es
importante porque a ella pertenece un grupo de plantas que han sido y son extensamente
utilizadas por diversas culturas del mundo, entre éstas se tienen plantas comestibles como la
papa (Solanum), el jitomate (Lycopersicon), el tomate (Physalis), plantas medicinales o
venenosas, tales como el tabaco (Nicotiana tabacum), la belladona (Atropa belladona). el
toloache (Datura stramonium). la mandragora (Mandragora officinarum) y el belefio negro
(Hyoscyamus niger). Muchas plantas de ornato (petunia, floripondio, huele de noche.
gloria, etc) pertenecen también a esta familia [4]. La mayoria de los autores divide a la
familia Solanaceae en dos subfamilias: Solanoideae y Cestroideae [5]; pero otros autores
incluyen a los géneros Nolana y Alona como una tercera subfamilia: Nolanoideae [3].
También la delimitacion genérica de las subfamilias ha estado sujeta a debates y en algunos
casos la circunscripcion taxonomica y ubicacion exacta de los géneros en un sistema no es

clara. Sin embargo existe coincidencia en agrupar al mayor nimero de géneros en la



Solanoideae y entre ellos a Physalis que es considerado un grupo monofilético [6].

2.2 EL GENERO PHYSALIS

Este género fue descrito por primera vez por Linneo en 1753 y a partir de entonces ha sido
tratado por varios taxénomos como Nees, Don, Dunal, Rydberg. Menzel y Hendrich, entre
otros. El tratamiento mas reciente de Physalis corresponde a M. Martinez (1994) [6] y en él
reorganiza las secciones e incluye algunas nuevas. En este tratamiento, el género Physalis
es subdividido en cuatro subgéneros: Physalodendron, Physalis, Rydbergis, y Quincula,
siendo el subgénero Rydbergis el que agrupa el mayor niumero de especies. Este tratamiento

se resume en el cuadro 1.

El género Physalis se considera nativo de América y se le reconocen alrededor de 90
especies, con una de ellas endémica del Viejo Mundo, cinco de EUA, seis de
Centroamérica y ocho de América del Sur. Las cerca de 70 especies restantes crecen en
México y la mayoria son endémicas [5]. Por lo anterior, México es considerado el centro de

diversificacion del género [2].



Cuadro 1. Tratamiento taxonémico del género Physalis segin Mahinda Martinez [6].

Género | Subgénero Seccidn Especie
Physalis P. alkekengi L.
Physalodendron P. arborescens L. | P. melanocystis Bitter
Quincula P. lobata Torrey
P. angustiphysa Waterf. P nessoiiicas |
P. cordata Miller Mackenzie & Bush [
:if;fsw (Waterk )M, P. neomexicana Rydb. |
. s 8 P. nicandroides Schidl. |
Epeteiorhiza G. Don P. ignota Britton P. patula Miller
P Jatifisa Watexl. PI porrecta Waterf.
P. leptophylla B. L. Rob.& P- pruinasal :
Gremm . P. pubescens L.
P. minuta Griggs
Campanulae M. Martinez | P. glutinosa Schidl. 2 ;;’;ﬁ::“"" Swndley
P. aggregata Waterf. f‘}f;::fffpe dicellata
P P.angustior Waterf. s
P chenopodifolia Lam F..ponellli Watext.
h Coztomatae M. Martinez P.coztomat] Dunal ’ P. philippiensis Fernald
: = P.pringlei Greenm.
b 4 P.greenmannii Waterf. P ST,
P. hintonii Waterf. R T
s P. subrepens Waterf.
a P. caudella Standley ;
) P. muelleri Waterf.
! P. fendleri Gray P. peruvianalL
A Rydbergis Lanceolatae (Rydberg) P. gracilis Miers j ; :
I ey P. pumila Nurt.
Menzel P. hederifolia Gray :
P. heterophylla Nees P. sordida Femgld
s P ta Standl P. virginiana Miller
= Ry SLARLRY P. volubilis Waterf.
L P. longifolia Nutt.
) 3::;1””“ (Rydberg) P. carpenteri Riddell
P. acutifolia (Miers) P. lagascae Roemer &
Sandwith Shultes
B I!a Waterf P. microcarpa Urban
Angulatae (Rydberg) P‘ mP latal. ) P. philadelphica Lam.
Menzel -anguaia L. P. solanaceus (Schldl.)
P. carnosa Standley A
S5 Axelius
P. crassifolia Benth. Ioh d
P. ixocarpa Brotero P. sulphurea (Ferald)
) P Waterf.
P. angustifolia Nutt. <
Viscosa (Rydberg) P. cinerascens (Dunal) A.S. i vgsr:ra \:alerf.
Menzel Hitch. RN

P. mollis Nutt.

P. walteri Nun.

Rydbergae M. Martinez

P. rydbergii Femnald

P. minimaculata Waterf.

Tehuacanae M. Martinez

P. tehuacanensis Waterf.




Las especies de Physalis pueden ser herbéaceas, sufritices o arbustivas. La altura de las
plantas varia desde 20 cm hasta 2 m, aunque la mayoria de las especies oscilan entre los 40
y 90 cm. Las flores en general son solitarias, las hojas alternas v por lo general solitarias,
aunque en algunas especies se presentan geminadas (en pares, iguales en forma pero
diferentes en dimensiones). El fruto es una baya carnosa que varia de color desde el
amarillo verdoso hasta el anaranjado o purpura [2]. Estos frutos son comestibles en 14 de
las especies, pero solo se cultivan 4 [7]. En México estos frutos se llaman tomates. vocablo
que deriva del ndhuatl “tomatl” y que es genérico para frutos globosos o bayas con muchas

semillas, pulpa acuosa y a veces encerrados en un cliz [8].

2.2.1. PHYSALIS CINERASCENS

Physalis cinerascens (Dunal) A. S. Hitchc, pertenece al subgénero Rydbergis, seccion
Viscosa. Esta especie crece en lugares secos, en laderas calizas con vegetacion de pastizal,
matorral, bosque tropical deciduo y en zonas perturbadas, entre los 1200-1700 msnm;
fructifica todo el afio. Se localiza desde el norte (parte central) de EUA hasta Yucatan. La
especie se caracteriza por la pubescencia densa, con tricomas estrellados en toda la planta,
lo cual le da un aspecto cenizo, caracteristica a la que debe su nombre. Son distintivos
también los largos pedicelos en el fruto, de hasta 6 cm de longitud y las hojas ovado

depresas [2].



2.3 QUIMICA DE LA FAMILIA SOLANACEAE

Las solandceas se caracterizan por poseer metabolitos secundarios que son interesantes
tanto desde el punto de vista farmacologico como taxonémico. Los compuestos mas
comunes en estas plantas son alcaloides derivados de la higrina, del tropano y del grupo de
la nicotina, flavonoides, diterpenos, triterpenos y withaesteroides [9]. Los alcaloides del
tropano y los withaesteroides constituyen los dos grupos de metabolitos secundarios mas
frecuentemente aislados de las solanaceas [9]. Los withaesteroides se han aislado de 12
géneros de solanaceas: Acnistus (Dunalia), Datura, Deprea, lochroma, Jaborosa
(Trechonaetes), Lycium, Nicandra, Physalis, Salpichroa, Tubocapsicum, Withania y
Witheringia [10], pero el mayor numero de estos compuestos procede de Physalis y
Withania. Es importante sefialar que a pesar de que la mayoria de los withaesteroides se han
aislado de solaniceas, recientemente se han aislado de otras familias como Labiatae (4juga
parviflora Benth) [11], Leguminosae (Cassia siamea Lam) y Taccaceae (Tacca chantrieri)

[10].

2.4 WITHAESTEROIDES

Los withaesteroides son compuestos de 28 atomos de carbono que poseen una lactona
esteroidal construida sobre el esqueleto del ergostano, intacto o modificado. Estas lactonas
esteroidales se caracterizan por poseer 9 atomos de carbono en su cadena lateral en C-17,
misma que pueden tener una orientacion « o B. Los compuestos cuya cadena lateral tiene
orientacion B son los mas comunes. Los withaesteroides son compuestos generalmente
polioxigenados, las plantas que los generan poseen sistemas enzimaticos capaces de oxidar

todos los 4tomos de carbono dentro del nucleo esteroidal, con excepcion de C-8, C-9, C-10



y C-11 [10]. La variedad de estructuras que exhiben las lactonas esteroidales, a pesar de
estar construidas sobre un mismo esqueleto, se debe a que los substituyentes oxigenados
apropiados pueden conducir al rompimiento y formaciéon de enlaces. aromatizacion de
anillos y otros tipos de rearreglos que originan nuevas estructuras. La variedad de
estructuras de los withaesteroides hizo necesaria su clasificacién en los ocho grupos que se
enlistan a continuacion y cuyas estructuras se muestran en el esquema 1. De éstas las mas
comunes son las withandlidas, que se cree son precursoras de los withaesteroides de los

grupos II-VIIL.

Withanolida 1 Withaphysalinas 11

Nicandrenonas IV Jaboroles V

Acnistinas V1 Ixocarpalactonas  VII Perulactonas V11

Esquema 1. Estructuras de los ocho tipos conocidos de withaesteroides



La primera withanélida aislada fue la withaferina A, se obtuvo de Withania somnifera, una

planta medicinal que se distribuye a lo largo de las costas del Mediterraneo, en la India v en

el sur de Africa [10]. Su estructura fue elucidada por el grupo de Lavie, en 1965. El nombre

del género del que se aislo ha sido utilizado para denominar a las estructuras derivadas del

ergostano que poseen una §-lactona en su cadena lateral. Después de withaferina A se han

aislado mas de 300 withanolidas y como ya se menciond, en los géneros Withania y

Physalis se han encontrado tanto la mayor cantidad como la mayor variedad de estos

compuestos [10]. En el cuadro 2 se presentan los tipos de withaesteroides que se han

aislado de las diferentes secciones del género Physalis. En €l se puede apreciar que

Physalis produce withaesteroides de 5 de los ocho tipos conocidos hasta ahora.

Cuadro 2. Tipos de withaesteroides aislados de las diferentes secciones de Physalis.

Seccion Especie Tipo de withasteroide

Angulatae P. angulata physalinas,withandlidas,ixocarpalactonas
P. minima physalinas, withanélidas, withaphysalinas
P. philadelphica ixocarpalactonas, physalinas, withanolidas.
P. solanaceus physalinas
P. ixocarpa withanolidas

Epeteiorhiza P. pruinosa withandlidas
P. peruviana perulactonas, physalinas, withanélidas
P. pubescens physalinas, withanélidas
P. alkekengi physalinas, withanélidas

Lanceolatae P. lancifolia physalinas

Viscosa P. viscosa withanolidas, ixocarpalactonas

Coztomatae P. chenopodifolia | withanélidas

? P. curassavica withandlidas




2.4.1 ACTIVIDAD BIOLOGICA DE WITHAESTEROIDES

Muchos de los withaesteroides que han sido ensayados biolégicamente. tanto in vifro como
in vivo, han demostrado poseer muy diversas actividades biologicas. Entre éstas se
encuentran; antimicrobiana, antitumoral, citotdxica, antiinflamatoria. inmunomoduladora.
adaptogénica, antialimentaria, antioxidante y antiestrés, entre otras [12]. El primer
withaesteroide ensayado fue la withaferina A, que se evalué como antibacteriano v resulto
activo. Estudios posteriores del mismo compuesto mostraron que también posee actividad
antiestrés, antiinflamatoria. antitumoral, antibidtica, anticonvulsiva y depresora del Sistema
Nervioso Central [12]. En el cuadro 3 se presentan algunos ejemplos de withaesteroides
biolégicamente activos que fueron aislados de solaniceas. En virtud de las interesantes
propiedades bioldgicas de los withaesteroides, su bisqueda se ha intensificado para efectos
de aislar compuestos nuevos y mas activos [12].

Cuadro 3. Ejemplos de whitaesteroides y su actividad biolégica

Compuesto Origen Actividad

Ixocarpalactona A" Physalis. philadelphica | Quimiopreventiva
4p,7p,20R-trihidroxi-1-oxowitha-2,5-dien-22.26-olide"’
2,3-dihidroixocarpalactona B"
2,3-dihidro-3-metoxiwithaphysacarpin "*
24,25-dihidrowithanolida D"

withaphysacarpin'’

Subtrifloralactonas A, C, D, F, I, J” Deprea subtriflora Quimiopreventiva

Withaferina A‘; Withania somnifera Citotoxica
Physagulina D
Viscosolactona B'

Withacnistina ' Acnistus arborescens Citotoxica
Withaferina A" Inmunosupresora
Inmunomoduladora
&i!hhanélidas lfliay E® Phisalis peruviina Antimicrobiana
ithaperuvina Antitumoral
Physalinas Ay B"*
Withanolidas A, D, E ©° Withania somnitera Antialimentaria

4P-hidroxiwithanolida E"*
2,3-dihidrowithanolida E'*
Nicandrenona'?
Nicalbinas A y B"”




3. HIPOTESIS:
La planta Physalis cineracens Dunal, debera contener withaesteroides, como el resto de las

especies de Physalis analizadas hasta la fecha .

4. OBJETIVO:
Aislar e identificar los metabolitos secundarios presentes en los extractos de hexano y de

acetato de etilo de hojas, ramas y flores de Physalis cinerascens.



5. RESULTADOS Y DISCUSION

Como resultado del estudio quimico realizado al extracto hexanico de tallos, hojas y flores
de Physalis cinerascens. se aislé la mezcla de [3-sitosterol-estigmasterol ésta se identifico
por comparacion (ccf) con una muestra auténtica, asi como por comparacion de sus datos

fisicos con los de la literatura. [19]

Del extracto de AcOEt de tallos, hojas y flores se obtuvieron 4 withanolidas, la primera de
ellas y la menos polar, resulté ser un compuesto nuevo, al que se denominé cinerélida (I).
Este compuesto en presencia de acido se transformé en el derivado II, compuesto que fue
denominado isocinerolida. Los otros tres compuestos aislados se identificaron como 4p-
hidroxiwithanoélida E (III), 2,3-dihidro-4p-hidroxi-3B-metoxiwithanélida E (V) y 4p.28-

dihidroxiwithanolida E (VI).

La estructura de la cinerdlida se establecid6 como I mediante el andlisis de sus datos

espectroscopicos y se confirmé por difraccion de R-X.

Su espectro de IR muestra absorciones en 3515, 3420 y 3369 cm’, las cuales se atribuyen a
la presencia de grupos hidroxilo, muestra también dos bandas en 1686 y 1663 cm™ que se
asignan a los carbonilos de una 3-lactona o, B-no saturada y de una cetona «, B-no
saturada, respectivamente. La presencia de la &-lactona se confirma con las sefiales
observadas en los espectros de RMN. En el espectro de RMN "“C (espectro 1) se observan

3 singuletes (multiplicidad por DEPT, espectro 2) en & 166.9, 121.6 y 151.3 que se



atribuyen al carbonilo de la lactona (C-26) y a los carbonos vinilicos C-25 y C-24,
respectivamente. Las sefiales de los carbonos de los metilos vinilicos C-27 y C-28 aparecen
en & 12.4 y § 20.3, mientras que la sefial del carbono base de lactona (C-22) se observa en &
79.9 y la sefial del carbono del metileno alilico, C-23, en & 33.6. En el espectro de RMN 'H
(espectro 3) el proton base de lactona, H-22. genera una sefial ddd en 6 4.60 (J=12.6.3.6 y
3.0 Hz), en tanto que las sefiales de H-23 v H-23" aparecen en & 2.57 (dd, J = 18.6. 3.3 Hz)
y & 2.41 m, respectivamente. Las sefiales de los protones de los metilos vinilicos C-27 y C-

28, se presentan como singuletes anchos en 8 1.78 y & 1.91, respectivamente.

La existencia de una cetona «, B-no saturada en el anillo A se dedujo de la presencia de un
sistema integrado por 4 sefiales, dos de las cuales (6 5.77. J= 10, 3,1 Hz; 6 6.93, /=10, 5,
3 Hz) se atribuyen por su desplazamiento quimico a los protones H-2 y H-3 de la cetona
a, B-no saturada. Las otras dos sefiales del sistema integran para un protén cada una y
aparecen en & 3.40 (d ancho J = 21 Hz) y & 2.89 (dd J = 21, 5 Hz). Estas sefiales
corresponden a los protones H-4 y H-4’ ya que muestran una constante de acoplamiento
geminal (J = 21 Hz) y acoplamientos con H-3 y H-2 en el espectro COSY ( espectro 4). En
el espectro de RMN "*C se observan cuatro sefiales que confirman lo anterior. La primera
es un singulete en & 202.0 que corresponde al carbonilo de la cetona o,p-no saturada y se
asigna a C-1. Se observan ademads dos dobletes en & 128.0 y 8 147.8 y un triplete en & 34.5
que corresponden respectivamente a C-2, C-3 y C-4, ya que en el espectro HETCOR

(espectro 5) correlacionan con las sefiales de H-2, H-3 y H-4, H-4".
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La sefal de H-4 presenta un acoplamiento adicional con la sefial de un protén vinilico que
aparece en 8 5.79. Lo anterior y la presencia de dos sefiales para carbonos vinilicos (5 138.2
sy & 128.6 d) permiten establecer que existe otra doble ligadura en la molécula y que ésta

se localiza entre los carbonos C-5 y C-6.

Una de las caracteristicas de las withandlidas es la presencia de cinco grupos metilo. En la
cinerdlida ya se mencion¢ la existencia de los dos metilos vinilicos C-27 y C-28. En el
espectro de RMN '*C (espectro 1) se observan las sefiales de otros dos. La primera de ellas
(8 18.9 ¢), correlaciona en el espectro HETCOR (espectro 5) con un singulete en 8 1.05, por
lo que se atribuye a un metilo angular y se asigna a C-18. La segunda (8 10.3 ¢) muestra
una correlacion en el espectro HETCOR, con un doblete en  1.06, lo que indica que se
trata de un metilo secundario y por lo tanto se asigna a C-21. El quinto metilo de la
molécula C-19, se encuentra oxidado. Esto se dedujo de la presencia de sefiales para un
metileno base de alcohol, cuyo carbono se presenta como triplete en 8 62.8 en el espectro
de RMN "C y correlaciona en el espectro HETCOR con las sefiales de un sistema AB en
3.94 (H-19) y & 3.69 (H-19°). Estos mismos protones también aparecen formando un
sistema ABX por la interaccion de los protones H-19 (8 3.95 dd, J=10.5, 4.2 Hz; ) y H-19’
(8 3.71dd, J=10.5, 6.6 Hz; ) con el protén del grupo hidroxilo cuya sefial aparece como un
dd en d 3.87 J= 6.6 y 4.2 Hz. Lo anterior parece indicar que en una poblacién de cinerélida
los protones de C-19 se acoplan con el proton del alcohol, mientras que en el resto de las
moléculas no existe tal interaccion. Cuando el espectro de RMN 'H del compuesto I se
determiné en CD;0D, los protones H-19 y H-19” aparecen como un sistema AB (& 3.88. d,

J=11.5 Hz, H-19; 8 3.69, d. J = 11.5 Hz, H-19’). La asignacion del resto de las sefiales se



hizo mediante el analisis del espectro HMBC (espectro 6} en el que se pueden observar las

correlaciones C-H a 2 y 3 enlaces. Las mas importantes se muestran en la figura 1.

Figura 1. Principales correlaciones C-H a dos y tres enlaces observadas en el espectro HMBC de

cinerdlida (I)

La estereoquimica de la cinerclida se establecié mediante su andlisis de difraccion de

rayos-X (Fig.-2).

Figura 2. Vista estereoscdpica de cinerélida (I)
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De este modo la estructura de la cinerélida quedo establecida como se muestra en I.

Cinerdlida (I)

La cinerdlida (I) es inestable en medio acido y se transforma cuantitativamente en II
(isocinerolida). Esta transformacion ocurrié durante la determinacion de sus espectros de
RMN, al disolver el compuesto en CDCl; que contenia trazas de acido y también cuando

una pequefia cantidad del compuesto disuelto en acetona, se traté con carbon activado.

La isocinerdlida (II) es un compuesto cristalino que presenta en su espectro de IR bandas
en 3446 y 3327 cm’! atribuidas a la presencia de grupos hidroxilo, la banda en 1680 cm’
corresponde a una 8-lactona-., f-no saturada, en tanto que la absorcion en 1732 cm™ se

asigna a una cetona saturada.

La estructura de la isocinerdlida se establecio de. manera similar a la descrita para la
cinerélida, ya que los analisis de sus espectros de RMN de 'H. B¢, cosy y HETCOR,
(espectros 7-10) permitieron concluir que la isocinerdlida es el producto de la adicién
intramolecular del alcohol en C-19 de la isocinerdlida al carbono B de la enona (C-3). Lo

anterior se deduce de que el espectro de RMN . (espectro 8) muestra sélo cuatro sefiales
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para carbonos vinilicos y éstas corresponden a los del doble enlace aislado (C-5 - C-6) y a
los del doble enlace conjugado de la §-lactona (C-24 - C-25). Se observan ademds 2 sefiales
que se asignan a los carbonos base de éter, C-3 (5 67.6) y C-19 (5 67.3). La sefial de C-2 se
encuentra desplazada a campo alto, (8 34.8 ) debido a que ahora corresponde a un metileno
o al carbonilo de la cetona. Esta sefial correlaciona en el espectro HETCOR (espectro 10)
con las sefales de los protones H-2 y H-2" (8 2.85 dd, J= 15 Hz y 6 2.61 m). La seifial del
proton base de éter, H-3, (espectro 7) aparece como un singulete ancho en § 4.33. en tanto
que las sefiales de H-19 y H-19" se presentan como un sistema AB en 8 4.12 (d, J= 9.0 Hz)
y 8 3.95 (d. J = 9.0 Hz). La sefial del carbonilo de la cetona, C-1. se desplaza a campo bajo

y aparece en 8 208.0 como corresponde a una cetona no conjugada.

Isocinerolida (II)

El segundo compuesto aislado, y el mas abundante en el extracto, se identificé como 4p-
hidroxiwitanélida E (III). Es un compuesto ya conocido, aislado por vez primera de P.
peruviana [20, 21] y posteriormente de varias especies de Physalis [13, 22]. Se identifico
por anilisis de sus datos espectroscopicos (espectros 11 y 12) y comparaciéon de éstos

(tablas 1 y 2) con los citados en la literatura [20]. Este compuesto, a diferencia de la



cinerdlida, presenta una orientacion o de la cadena lateral en C-17.

4B-Hidroxiwithanélida E (III)

De la acetilacion del compuesto III se obtuvo el monoacetato IV, conocido como 4f-
acetoxiwithanolida E. Este se ha descrito como un aceite [20]. pero en nuestro caso se
obtuvo en forma cristalina. El resto de sus datos fisicos y sus datos espectroscopicos

(espectros 13 y 14) coinciden con los descritos en la literatura [20. 21].

4B-Acetoxiwithanolida E (IV)



Al segundo compuesto en abundancia aislado de esta especie, se le asigno la estructura V.
Esta withandlida es probablemente un artefacto producido por la adicion de MeOH al

compuesto I1I.

La presencia de una cetona saturada y de un grupo metoxilo en C-3 se determiné como
sigue: En el espectro de RMN Fe (espectro 15), el desplazamiento quimico de la sefial que
aparece en § 209.7 es caracteristico de una cetona no conjugada. Esta sefial corresponde a
C-1. La sefial que aparece como un triplete en la region de campo alto (3 40.0) es asignada
a C-2, ya que su desplazamiento quimico es adecuado para el carbono de un metileno o a
un grupo carbonilo. En el espectro de RMN 'H (espectro 16) las sefiales de los protones H-
2 y H-2" aparecen cada una, como un dd en & 2.87 y 2.69 respectivamente y una de sus
constantes de-acoplamiento es de 15 Hz; lo que indica que se trata de protones geminales.
La sefial que aparece en d 77.3 se asigna al carbono base de éter, C -3. En el espectro de
RMN "C la sefial que aparece como un cuarteto en § 56.8 corresponde al carbono de un
grupo metoxilo y en el espectro de RMN 'H, aparece también la sefial caracteristica de este
grupo, como un singulete en & 3.33. Por lo anterior se establece la presencia del grupo
metoxilo en el C-3 de la molécula y dado que el resto de sus sefiales son practicamente
idénticas a las del compuesto III, se propone su estructura como 2,3-dihidro-4pB-hidroxi-3p-

metoxiwithandlida E (V).

La withanolida V se ha descrito como producto natural de P. alkekengi y se denominé

physalactona [23]. Los autores de la publicacion la describieron como un polvo amorfo y le
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asignaron una estructura erronea. Posteriormente otros autores [24] sugirieron que se
corrigiera la estructura a la de 2.3-dihidro-3-metoxi-4p-hidroxiwithanélida E. En 1984 los
primeros autores corrigieron la estructura de physalactona a la sugerida, basados en datos
de RMN "C y en la obtencion de physalactona a partir de 4B-hidroxiwithandlida E (III)
[25]. Los datos de RMN de 'H y "°C descritos para physalactona coinciden con los

nuestros.

OH

Physalactona (V)
(3B-Metoxi-4B-hidroxiwithanélida E)

La estructura del compuesto mas polar aislado de la planta se establecié como 4f,28-
dihidroxiwithanélida E (VI). Sus espectros de RMN de 'H, '*C. COSY y HSQC (espectros
17-20) resultaron muy semejantes a los del compuesto III. La diferencia entre III y VI,
reside en que en el compuesto VI existe un grupo hidroxilo en C-28. Lo anterior se dedujo
de la presencia de una sefial que se observa como un triplete en & 59.9 y que fue asignada a
C-28. Las sefiales de los protones H-28 y H-28" (Espectro 17) aparecen como la parte AB
(64.19dd,J=14.5, 5 Hz, H-28; 6 4.01 dd, J = 14.5, 6.3 Hz, H-28") de un sistema ABX. ya

que interaccionan con el proton del alcohol alilico (8 5.05 dd, J = 6.3. 5 Hz). La asignacién



de las sefiales de RMN 'H y °C se hizo con base tanto en los desplazamientos quimicos,

como en las correlaciones observadas en los espectros COSY y HSQC.

Este compuesto fue descrito previamente como constituyente de Physalis viscosa [25, 26] v

se le asigno el nombre de visconolida.

Los datos de RMN 'H y de °C de los compuestos I-VI se presentan en las tablas 1 y 2.



Tabla 1. Datos espectroscépicos de RMN "H de los compuestos I-VI (300 MHz).

H I m° 1 v° Ve vI©
(8, m,J) (6, m, J) (6, m. 1) (8, m, J) (8, m, J) (6, m,J)
2 5.77 ddd* 285da 6.18d 624d 2.87dd 6.10d
10,3,1 15 9.9 99 15,72 - 9.9
220m* 2.69 dd
15,45
3 6.93 ddd 433sa 7.05 dd 7.03 dd 3.66 ddd 7.04 dd
10, 5,2.7 99,63 9.9,6.3 7.2,45,3 9.9.6.3
4 340da 2.90 dt 3.66d 4.62d 3484d 3.51dd
21 18.6,3.0 6.3 6.3 3 6.0,4.0
4 2.89 dd 235dd
21,5 18.6, 1.8
6 5.79* 5.79 dt 322s5a 3.285a 330sa 3.17sa
39,18
7 1.96 m* 1.80- 2.0 m* 1.90 m* 2.05 m* 2.10 m* 1.83 m*
T 1.85 m* 1.80-20m* 1.90 m* 2.05 m* 2.10 m* 1.83 m*
8 2.37 ta* 1.82 m* 1.84 m* 1.80 m* 1.74 1a* 1.63 dd*
114,438 11,4.5 16.0,7.2
9 220 m* 2.61 dd* 1.50 m* 1.60 m* 1.83 m* 1.35 m*
12.6,4.5
11 2.2 m* 1.52 m* 1.56 m* 1.60 m* 1.35 m*? 1.35 m*
i1’ 1.90 m* 1.12 m* 1.26 m* 1.60 m* 1.25-1.40 m* 1.35 m*
12 2.20 m* 2.20 m* 2.201d 2.20 m* 227ida 1.98 m*
114,69 12,5.7
12° 148da 1.44 m* 1.26 m* 126 m* 123 m* 1.18 m*
13.2
15 1.80 m* 1.80 m* 1.70 da* 1.60 m* 21.6 m* 1.60 m*
12, 8.7
15° 1.61 ddd 1.61 ddd 1.50 m* 1.60 m* 1.15-1.70 m* 1.35 m*
132, 11.7, 6.6 13.5,115,7 v
16 222 m* 2.16 m* 2.50 m* 2.70 m 2.70 m* 234 m*
16’ 1.90 m* 1.9 m* 1.58 m* 1.45 m* 1.46 m* 1.18 m*
18 1.05s 0.89s 1.06 5 1.07 5 1.025 094 5
19 3944105 4.12d 1.39s 1.40 s 1295 1245
(3.95dd 10.5,4.2) 9
19 3694105 3954
(3.71 dd 10.5, 6.6) 9
20 2.12 m* 220 m*
21 1.06 4 6.3 1.06 d 6.9 1.37 s 1.41 s 1.41s 1.24 5
22 4.60 ddd 4.65 ddd 4.80 dd 4.84 dd 4.85dd 4.59 dd
12.6,3.6,3.0 96;72,27 132,39 99,6.6 10,35 138,24
23 2.57 dd 2.52 m* 2.64 dd 2.50m* 2.50m* 285da
18.6,3.6 18.6,3.3 18
23 241 m* 2.52¢ 2.50 m* 250m* 250m* 218¢ta
~18
27 1.78sa 1.87s 1.845a 1.87 s 1.86sa 1.72 s
28 1915 1.93s 196sa 1945 19354 4.19dd 145, 5
4.01 dd 14.5,6.3
OH 19-OH 3.87 dd 28-OH 5.05dd 6.3. 5:
6.6,4.2; 5.53d4;4.64;
5.20;4.13 +6.59;5.73

* Sefial <obrepuesta; a = sefial ancha; *Me,CO-ds; "CDCl;-DMSO-dg; 500 MHz, CD;OD; °CDCls; 500
MHz, DMSO-d;. Compuesto IV: CH;CO & 2.04 s; CompuestoV: OMe § 3.33 5.
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Tabla 2. Datos Espectroscopicos de RMN B¢ de los compuestos I-V1 (75 MHz)*

C r i 1r v il VI
(6, m) (8. m) (8, m) (5, m) (5. m) (6. m)
1 202.0s 208.1s 2043 s 200.9 5 209.7 s 201.6
2 12804 3481 13354 13424 400« 13134
3 147.8 4 67.6d 145.1d 13944 773d 1448 d
4 3451+ 4431 713d 725d 75.6d 68.6d
5 13355 129.6 s 65.0 5 61.0s 6495 6325
6 12924 12484 62.1d 61.0d 604 d 59.5d
7 2531 23.81¢ 2731 2561 25.71¢ 25.5¢
8 39.0d 36.0d 3544 3394 3394 335d
9 36.7d 30.1d 386d 36.7d 357d 365d
10 5875 52.1s 4925 48.1¢ 5035 4725
11 2341 205¢ 2241 20.8¢ 20.9¢ 2061
12 2761t 2561 31.2¢ 294 ¢ 293¢ 2901
13 5145 50.15 55.7s 5445 5455 53.7s
14 8765 8545 84.0s 8185 81.6s 8125
15 3391 32.71¢ 3341 3221 3221 31.8¢
16 3881 3751 3761 37.81 3781 3581
17 86.2s5 8505 8885 876s 87.7s 87.1s
18 189q 17.7¢ 209¢ 202¢ 20.1¢ 198 ¢
19 6281 6731 16.7 ¢ 15.1¢ 148¢ 157 ¢
20 449d 4344 80.0s 79.0 s 79.0s 7825
21 103 ¢ 94c¢ 19.5¢ 19.5¢ 19.6 ¢ 19.1¢
22 799d 788d 8294 79.7d 79.7d 8184
23 33.6¢ 324¢ 3581 34.21¢ 342+ 2891
24 1513 1506 5 15355 150.7 s 150.7 5 1538 5
25 12165 1205 s 12215 12145 12145 11955
26 166.9 5 166.8 5 169.2 5 166.1 s 166.0 s 166.2 5
27 124 ¢ 11.7¢ 125¢ 123¢ 123 ¢ 114 ¢
28 203¢ 199 ¢ 207 ¢ 206 ¢ 206 ¢ 59.9 ¢

* Multiplicidad por DEPT; *Me,CO-ds; "CDCl;-DMSO0-d,; 125 MHz, CD;0D; °CDCl;; €125 MHz,
DMSO-d;. Compuesto IV: CH;CO & 20.8 5, 170.1; Compuesto V: OMe 6 56.8 c.



Physalis cinerascens y P. viscosa estan incluidas, junto con P. angustifolia, P. mollis. P.
vestita y P. walrteri. en la seccién Viscosa del subgénero Rydbergis y son las inicas especies
de dicha seccion. analizadas quimicamente. P. viscosa ha sido estudiada en multiples
ocasiones [22. 24-26. 28-30]. Las poblaciones analizadas fueron recolectadas en muy
diversas partes del mundo v de sus partes aéreas se han aislado hasta ahora 11 withandlidas:
4pB-hydroxywithanolida E. 28-hidroxiwithaphysanolida, 28-hidroxiwithaperuvina C.
viscondlida. physalactona, withaphysandlida, withaferina A. viscosolactona A,
viscosolactona B y physanélida, cuyas estructuras se muestran en el esquema 2. En nuestro
estudio de las partes aéreas de P. cinerascens aislamos tres de los compuestos presentes en
P. viscosa (ver cuadro 4), lo que apoya la pertenencia de ambas especies a la misma
seccion. Sin embargo, para lograr generar un perfil quimico mas representativo de la
seccién es necesario analizar quimicamente cada una de las especies incluidas: solo de esta
manera serd posible establecer una relacion entre los caracteres morfologicos y la
composicion quimica, que apoye su circunscripcion taxonémica.

Cuadro 4. Relacion entre los compuestos aislados de P. cinerascens con los
aislados de otras especies del género.

Compuesto Origen Seccién
P. philadelphica " Angulatae
L (20)(21)
4B-hidroxiwithanélida E. (I11) F. peryiana Zanceslae
P. viscosa Viscosa.
P. cinerascens Viscosa
P. peruviana *” Lanczolatae
P. alkekengi * Physalis
physalactona (V) P visrasaﬁa’ (25) 1 260 ]';3); o
P. cinerascens Viscosa.
. I3
visconélida (V1) Roviyousy Viscosa
P. cinerascens
! cinerolida (I) P. cinerascens Viscosa
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4B-hidroxiwithanélida E Visconolida Physalactona

R=H Withaphysanélida R=0OH 28-hidroxiwithaferina C Viscosolactona A
R=0OH 28-hydroxywithaphysanolida R=H  Withaferina C

Viscosolactona B Withaferina A Physandlida

Cuadro 5. Estructuras de las withanélidas aisladas de Physalis viscosa.
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Por otra parte de los compuestos aislados de P. cinerascens solo al compuesto III se le han
realizado pruebas biologicas. Este ha mostrado poseer actividad antialimentaria para
Spodoptera littoralis (Boisd.) [31], asi como antibacteriana contra bacterias gram-positivas
[32]. Su potente actividad antineoplasica en las lineas celulares de leucemia L5178Y,
L1210 y melanosarcoma B-16, todas ellas de raton, condujeron a que fuera preclinicamente
investigado por el Instituto Nacional del Céncer (USA), desafortunadamente su actividad

resultd ser menor que la necesaria para investigaciones clinicas [10 ].
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6. CONCLUSIONES:

-Como resultado del andlisis quimico realizado al extracto hexdnico de hojas, ramas y

flores de Physalis cinerascens, se aislé la mezcla de f sitosterol y estigmasterol.

-Del extracto de AcOEt de hojas, ramas y flores se aislé cinerolida. una nueva 19-
hidroxiwithandlida y tres compuestos previamente descritos en la literatura que se
identificaron como 4f-hidroxiwithanélida E; 2,3-dihidro-4—hidroxi-3f-metoxiwithandlida

E y 4B,28—dihidroxiwithanélida E.

-En Physalis cinerascens coexisten withandlidas con una orientacion o y p de la cadena
lateral en C-17, ya que mientras en cinerdlida dicha cadena es [, en el resto de las

withanolidas aisladas tienen la orientacion opuesta (ct).

-Se encontré que los withaesteroides de Physalis cinerascens son del tipo de las
withandlidas y que tres de ellas fueron aislados de P. viscosa, otra especie de la misma

seccion.

- Physalis cinerascens y Physalis viscosa son las tnicas especies de la seccion Viscosa que
se han analizado quimicamente. Los datos aportados en esta tesis, contribuyen a la

conformacion del perfil quimico de esta seccion y en consecuencia del género.

-En los compuestos aislados, el sitio quimicamente maés reactivo parece ser la cetona a,f3-
no saturada del anillo A, que facilmente sufre reacciones de adicién conjugada. Por lo
anterior, es aconsejable cuidar las condiciones de extraccion y aislamiento para evitar la

formacion de artefactos.
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7. PARTE EXPERIMENTAL

7.1 MATERIAL Y EQUIPO

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Johns v no estan corregidos En
las cromatografias en columna se utilizé como fase estacionaria silica gel (Merck G). Para
las cromatografias en capa fina se utilizaron cromatofolios Alugram Sil G/UV,s4 de 0.25
mm. Se utilizé como revelador sulfato cérico al 1% en acido sulfurico 2N y /6 lampara de
UV Spectroline modelo 7924T. Los espectros de IR se determinaron por las técnicas de
soluciéon (CHCIs) o suspension (nujol), en un espectrofotometro FT-IR Nicolet Magna 750.
Los espectros de masas se determinaron utilizando la técnica de FAB en un espectrometro
Jeol IMS-AX505HA. Los espectros de RMN se determinaron en los espectrometros Varian
XR-300 (300 MHz 'H, 75 MHz "*C) y Varian Unity Plus 500 (500 MHz 'H, 125 MHz **C),
los desplazamientos quimicos (8) estdn dados en ppm referidos al tetrametilsilano (TMS)

como referencia interna.

Material vegetal. Las partes aéreas de Physalis cinerascens (Dunal) A. S. Hitchc. se
recolectaron el 13 de agosto de 2001 en el pueblo de “Ojo de Agua”, Mpio. de Querétaro. a
orillas de la carretera Querétaro-San Luis Potosi, casi en el limite con el Estado de
Guanajuato. Un ejemplar de la planta se deposité en el Herbario de la Universidad
Auténoma de Querétaro (Mahinda Martinez 5934). El material vegetal se separd en tres
partes: frutos, calices y ramas-hojas-flores. Los calices y ramas-hojas-flores se dejaron

secar a temperatura ambiente.

29



7.2 EXTRACCION
Frutos. Los frutos enteros (85.83 g) se lavaron tres veces con AcOEt (1 1). Dz la solucion
obtenida se eliminé el disolvente por destilacion a presion reducida. Se obtuvizron 1.73 ¢

de extracto (resina de frutos).

Los frutos lavados se maceraron con MeOH durante dos semanas, se molicron en una
licuadora industrial y se colocaron en una columna de vidrio a la que se ¢ hizo pasar
MeOH hasta agotar el material vegetal. La solucién obtenida se concentro a presion

reducida en un rotavapor. Se obtuvieron 22.36 g de extracto (metandlico de frutos).

Cilices. Los calices secos (36.94 g) se colocaron en una columna de vidrio y se extrajeron
con MeOH. La solucion obtenida se concentroé a presion reducida. Se obtuvieron 6.48 g de
extracto (metandlico de calices). Posteriormente estos calices se sometieron a una
extraccion con agua, la cual fué posteriormente eliminada haciéndole pasar una corriente de

aire. Se obtuvieron 5.30 g de extracto (acuoso de clices).

Tallos-hojas-flores. Se partio de 906.39 g de tallos-hojas-flores secos y molidos. los cudles
fueron extraidos con MeOH hasta agotar el material vegetal. Después de evaporar el
disolvente a presion reducida, se obtuvieron 175.31 g de extracto (metandlico de tallos-
hojas-flores). Este extracto se disolvié en MeOH-H,O 4:1 (1 1) y se extrajo con hexano
(400 ml, 6x). Los extractos hexdnicos se reunieron y se concentraron. Se obtuvieron 30.21
g de extracto (hexanico de tallos-hojas-flores). Se eliminé el metanol de la fraccion de

MeOH-H,0 y se agregaron 600 ml de agua. La solucion acucsa resultante se extrajo con



AcOEt (300 ml, 6x) los extractos de acetato de etilo se concentraron para obtener 44.3 g de
extracto (AcOEt de tallos-hojas-flores) y a la fraccion acuosa resultante se le evaporé el

agua mediante una corriente de aire. Se obtuvieron 97.4 g de extracto (acuoso de tallos-

hojas-flores).

7.3 AISLAMIENTO Y PURIFICACION DE COMPUESTOS DE LOS EXTRACTOS
DE TALLOS, HOJAS Y FLORES

7.3.1 EXTRACTO HEXANICO

El extracto hexanico de tallos-hojas-flores (30.21g) disuelto en acetona, se decoloré con
carbén activado. El extracto decolorado se fracciond por cromatografia en columna de
silica gel, eluida inicialmente con hexano y después con soluciones de hexano-AcOEt de
polaridad creciente (1:0—0:1), acetona y metanol. Se colectaron fracciones de 500 ml, que
se analizaron por ccf y se reunieron aquellas de composicion semejante. Las fracciones
eluidas con hexano-AcOEt 19:1 se purificaron por cromatografia en columna (silica gel;
hexano-AcOEt 19:1; columna A). Se colectaron fracciones de 250 ml (Frs. A1-A9 1:0;
A10-A39 19:1; A40-A45 17:3; A46-A53 4:1; A54-A62 7:3; A63-A66 1:1; A67 MeOH).
De las fracciones A9-AlS5 se aislé por cristalizacion (etanol) la mezcla de Bsitosterol-
estigmasterol de la que se obtuvieron 236.5 mg. (0.0259 % respecto al peso de la planta
seca). La identificacién se llevd a cabo por comparacion de sus datos fisicos y

espectroscopicos con los descritos en la literatura.



7.3.2. EXTRACTO DE ACETATO DE ETILO DE TALLOS, HOJAS Y FLORES

De la recromatografia (silica gel hexano-acetona 4:1—0:1) de las fracciones A63-A67 del
extracto hexanico, se reunieron las frs. eluidas con hexano-acetona 3:1-1:1 y se
combinaron con el extracto de AcOEL. se adsorbieron en celita y ésta se colocé en la parte
superior de una columna de silica gel (columna B). La columna se eluyo con mezclas de
hexano-AcOEt de polaridad creciente (19:1—0:1), acetona y metanol. Se colectaron 90
fracciones de 500 ml (B1-B90 ) que fueron analizadas mediante ccf y se reunieron las que
mostraron una composicioén semejante. Las fracciones B25-B51 eluidas con hexano-AcOEt
7:3 y 3:2 contenian cinerdlida. Este compuesto se purificd por repetidas cromatografias en
columna de silica gel eluidas con CH,Cly-acetona 19:1, y posterior cristalizacion (acetona-
hexano). Se obtuvieron 12.6 mg de cinerdlida (I). Las aguas madres de I se reunieron con
las fracciones B52-B65 (eluidas con hexano-AcOEt 3:2 y 1:1) y se fraccionaron por CC de
silica gel elﬁida con CH,Cly-acetona (Columna C, frs. C1-C19 19:1: C20-C-27 9:1). De las
fracciones C4-C22 se obtuvieron 31.3 mg mas de ciner6lida. Rendimiento total de I: 43.9

mg ( 0.0048% respecto al peso de la planta seca).

Las fracciones B66-B84 (eluidas con hexano-AcOEt 2:3—1:4 y acetona) se reunieron y se
fraccionaron por CC de silica gel eluida con mezclas de hexano-acetona de polaridad
creciente, (columna D). Se colectaron fracciones de 250 ml (frs.D1-D6 4:1; D7-D56 3:1;
D57-D69 7:3; D70-D74 13:7; D75-D81 3:2; D82-D87 1:1; D88-D104 2:3; D105 3:7;
D106 1:9; D107-D109 0:1). De las fracciones D41-D79 se aislaron por cristalizacion

(MeOH-AcOEt-hexano) 878.1mg de 4f-hidroxiwithandlida E (III). Las aguas madres de

(]
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II1, las fracciones D80-D106 y las fracciones B85-B90 (eluidas con hexano-AcOEt 0:1
acetona y metanol) se reunieron para ser fraccionadas por CC (silica gel, hexano-acetona
7:3—0:1 y acetona-metanol 9:1—0:1: columna E). Se colectaron 107 fracciones de 500 ml
(frs. E1-E44 7:3; E45-E70 3:2: E71-E74 1:1; E75-E78 3:7; E79-E82 1:4; E83-E9% 0:1:
acetona-metanol: E97-E100 9:1; E101-E106 4:1; E107 0:1). Las fracciones E7-E50
contenian la mezcla de III y V. Estos compuestos se aislaron después del siguiente proceso:
cromatografia en columna de silica gel eluida con hexano-isopropanol 4:1, seguida de
sucesivas cromatografias en columna (silica gel; CHCl;-MeOH 97:3) y cristalizacion
(AcOEt-hexano). Se obtuvieron 1.0876 g mas del compuesto III y 111.3 mg del compuesto
V. Rendimiento total de III: 1.9657 g (0.217% respecto al peso de la planta seca).

Rendimiento total de V: 111.3 mg (0.0123% respecto al peso de la planta seca).

De la CC (silica gel, CHCl3-MeOH 24:1-0:1; columna F) de las fracciones E51-E64, se
obtuvieron las fracciones: F1-F80 24:1; F81-F97 23:2; F98-F100 9:1; F101 17:3; 102 0:1.
De las fracciones F26-F33 se obtuvieron por cristalizaciéon de metanol 23.1 mg de VI

(0.0025% respecto al peso de la planta seca).

(51
[



7.4 PROPIEDADES FISICAS Y ESPECTROSCOPICAS DE LOS COMPUESTOS

AISLADOS

Cinerélida (I). Cristales incoloros; pf 238-242°C; [a]p + 87 © (c., 0.085, MeOH): IR v
(nujol) em™: 3515, 3420, 3369 (alcohol), 1686 (8-lactona-o,,B-no saturada), 1663 (cetona
a,B-no saturada); EM FAB m/z: 493 [M+Na]" (CasH330¢); RMN: 'H Ver tabla 1; RMN:

B¢ Ver tabla 2.

4p-Hidroxiwithandélida E (III). Cristales incoloros; pf 213-216°C; [at]p +116.8° (c, 0.214,
MeOH); IR vma(CHCL3) em™: 3607, 3531, 3400 (alcohol), 1712 (8-lactona-a,B-no

saturada), 1680 (hombro, cetona a,-no saturada), 1645 (hombro doble enlace); EM FAB
m/z: 525 [M+Na]" (C2gH3305); UV Amax (MeOH) nm: 217 (€ 15514); '"H RMN: Ver tabla

1; RMN: *C Ver tabla 2.

2,3-Dihidro-4B-hidroxi-3p-metoxiwithanélida E (V). Cristales incoloros; pf 175-178°C;
[alp +2.2° (c, 0.224, MeOH); IR vmi (CHCL3) em™: 3633, 3578, 3389 (alcohol), 1707

(ancha, &-lactona-o,B-no saturada, cetona saturada), 1653 (hombro, doble enlace); UV 7.max
(MeOH) nm: 224 (€ 7747); EM FAB m/z: 557 [M+Na]" (C29H4,00); RMN 'H: Ver tabla 1:

RMN 3C: Ver tabla 2.



4f, 28-dihidroxiwithanélida E (VI). Cristales incoloros; pf 190-192°C; [a]p + 103° (c.

0.165, (MeOH); IR v (nujol) em’™: 3357 (banda ancha. alcoholes). 1676 (banda ancha. -
lactona-a,f-no saturada. cetona-o,-no saturada); UV: Ags (MeOH) nm: 217 (€ 13782):

EM FAB m/z: 541[M+Na]™ (C2sH3500): RMN 'H: Ver tabla 1: RMN "C: Ver tabla 2.

Obtencion de Isocinerdlida (I1). El compuesto I se disolvié en CDCl; (que contenia trazas
de DCI) para obtener sus espectros de RMN. Al cabo de cinco minutos se observo la
transformacion de I en II en una relacion aproximada de 2:1. Después de 2 h la proporcion
de I-II era 1:3 y a las 6 h la transformacion fue total. EI mismo resultado se obtuvo al tratar

con carbén activado una solucion de las aguas madres de I disueltas en acetona.

Isocinerélida (II). Cristales incoloros; pf 282-286°C; [a]p + 74° (c, 0.07,CHCI: ); IR vy

(nujol) ecm™': 3446, 3327 (alcohol), 1732. 1708 (cetona), 1680 (5-lactona-o.,B-no saturada):
UV hmax (MeOH) nm: 228 (€ 10020); EM FAB m/z: 493 [M+Na]" (CsH3306): '"H RMN:

Ver tabla 1; °C RMN: Ver tabla 2.

Acetilacién de 4B-hidroxywithanélida E (III). A una solucion de I1I (50 mg) en piridina
(0.5 ml) se le agregaron 0.5 ml de Ac;O. La solucién se dejé reaccionar a temperatura
ambiente por 1h, al cabo de la cual se agregd hielo y se extrajo con AcOFEt. La fase
organica se lavo con HCI al 5%, luego con solucién saturada de NaHCO; y después con

H>O. Se seco con Na; SOy anhidro y se concentrd. El compuesto IV cristalizé de AcOFEt-



éter isopropilico. Se obtuvieron 50.4 mg.

4B-Acetoxywithanélida E (IV). Cristales incoloros; pf 179-182 °C: [a]p + 133.82 © (c.
0.204, CHCI5): IR; Vs (CHCIs) em™: 3634, 35?4..3384 (alcohol). 1743 (éster saturado).
1706 (6-lactona-ct,f-no saturada), 1690 (hombro. cetona o,f3-no saturada); UV A nm

(CHCl3): 243 (€ 5150); EM FAB m/z: 567 [M+Na]” (C30H490s): RMN 'H: Ver tabla 1:

RMN "3C: Ver tabla 2.
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Espectro 17. Espectro de RMN 'H (DMSO-d,, 500 MHz) de visconoélida (V).
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ispectro de RMN PC (DMSO-d,, 125 MHz) de visconélida (VI).
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Espectro 19. Espectro COSY (DMSO-d,) de visconolida (V).
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Espectro 19. Espectro COSY (DMSO-d, de visconolida (V).
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Espectro 20. Espectro HSQC (DMSO-d,) de viscondlida (VI).



	Portada 
	Contenido 
	1. Introducción 
	2. Antecedentes 
	3. Hipótesis    4. Objetivos 
	5. Resultados y Discusión 
	6. Conclusiones 
	7. Parte Experimental 
	8. Referencias 



