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Cuando la vida te presente razones para [lorar, demuéstrale que
tienes mil y una razones para reir

Por una mirada, un mundo;
por una sonrisa, un cielo;
por un beso... yo no sé

qué te diera por un beso.

Gustavo Adolfo Bécquer

La muerte es una vida vivida. La vida es una muerte que viene

Jorge Luis Borges

No solo es culpable aquel que comete un crimen, también es el
que no hace por evitarlo
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

El desarrollo de la ciencia en los ultimos siglos ha sido importante para la sociedad y ha

cumplido el objetivo de mejorar en muchos aspectos la calidad de vida del ser humano.

Durante los ultimos cien afos la medicina y la farmacologia han experimentado avances
notables. En la medicina, se han logrado realizar transplantes y cirugias a corazon
abierto, por el lado de la farmacologia, se han podido sintetizar hormonas (cortisona,
progesterona, etc.) y se han producido farmacos que se liberan en sitios especificos. Sin
embargo, la busqueda de nuevos farmacos mas especificos y con menores efectos
secundarios contintia. Un recurso importante para enfocar esta busqueda lo constituyen
las plantas, ya que éstas producen, metabolitos secundarios que, por las actividades
farmacologicas que presentan, pueden ser utiles en el tratamiento de enfermedades o

padecimientos determinados.

Los paises como México que cuentan con una gran diversidad floristica y con un acervo
de conocimientos acerca de su uso, estdn en una situacion privilegiada respecto a esta
busqueda, de la cual se pueden obtener beneficios, si se consigue, por ejemplo, obtener
un nuevo medicamento o cualquier otra sustancia que contribuya al bienestar de la

poblacion.

En la familia Solanaceae se encuentra un género llamado Physalis. De este género se
han aislado diferentes tipos de metabolitos, sin embargo, los que se han aislado de la

mayoria de las especies estudiadas son compuestos esteroidales conocidos como
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withanolidas o withaesteroides, compuestos que por su estructura compleja muestran
una variedad de actividades farmacologicas de gran interés; asi estos compuestos son
atractivos tanto desde el punto de vista quimico como del farmacologico.

Lo anterior y el hecho de que un gran nimero de las especies de Physalis crecen en
México y de que la mayoria de ellas son endémicas fueron las razones por las que se
decidi6 emprender el estudio de estas plantas. Como parte de este proyecto se llevo a
cabo el estudio quimico de Physalis orizabae L., cuyos resultados se presentan a

continuacion.
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2. ANTECEDENTES
2.1 FAMILIA SOLANACEAE
Mas de 2000 especies forman esta familia cosmopolita que proporciona al hombre una
droga letal —¢l tabaco (Nicotiana tabacum)- y numerosos productos alimenticios: papas
(Solanum tuberosum), berenjenas (Solanum melongena), jitomates (Lycopersicum
esculentum), tomates (Physalis philadelphica), chiles y pimientos (Capsicum nahum,
Capsicum frutescens), entre otros. La industria farmacéutica emplea especies de Datura
spp. y Duboisia spp., para extraer atropina y hioscina.'
La familia Solanaceae es una de las familias mas ricas en especies peligrosas. El
metabolismo de muchas de sus especies produce una gran variedad de compuestos
toxicos. La belladona (Atropa belladona), el estramonio (Datura stramonium), el belefio
negro (Hyoscyamus niger) y la mandragora (Mandragora officinarum) se conocen desde
antaflo por su actividad sobre el sistema nervioso autonomo y el sistema nervioso central,
por lo que ademdas de emplearse como medicinas, algunas fueron utilizadas con fines
criminales.! En tiempos del imperio Romano y en la edad Media la belladona se empled
para producir un envenenamiento de lenta evolucion.” Las solanaceas también entraron en
la composicioén de ungiientos con los que las “brujas” de la época medieval se untaban las
mucosas y las axilas para provocar estados letargicos. Estas plantas deben su toxicidad a
alcaloides tropanicos, frecuentes en la familia.'
En la familia Solanaceae se sintetizan ademas de alcaloides® una amplia variedad de
metabolitos secundarios entre los que se encuentran, flavonoides,® diterpenos,” y

withaesteroides.®
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2.2 GENERO PHYSALIS

Physalis es uno de los 85 géneros agrupados en la familia Solanaceae. Este género incluye
cerca de 90 especies que se distribuyen en regiones tropicales y subtropicales de todo el
mundo,’ principalmente a lo largo del continente americano. México es considerado el
centro de diversidad de este género, ya que cuenta con cerca de 70 especies, en su mayoria
endémicas.®

Varias especies de Physalis estan integradas en la medicina tradicional de muchos paises,

entre las mas conocidas estan P. philadelphica, P. angulata, P. peruviana y P. alkekengi.

Physalis philadelphica

Es una solanacea originaria de Mesoamérica, cultivada en México y Guatemala, para
obtener sus frutos, llamados tomates (del nahuatl tomatl). Estos frutos son consumidos
principalmente como salsas que condimentan una gran cantidad de platillos de las cocinas
de estos paises. Diversos hallazgos arqueologicos prueban que su uso en la alimentacion
de la poblacion mexicana se remonta a tiempos precolombinos. En las excavaciones del
valle de Tehuacan (900 a.C.-1540 d.C.) se han encontrado vestigios de la utilizacion de
Physalis como alimento.

Se cree que P. philadelphica es originaria de la parte central de México, donde fue
domesticada y de ahi llevada a Europa y a otras partes del mundo.’

P. philadelphica se emplea en la medicina tradicional, principalmente para tratar
problemas respiratorios y dolor de amigdalas. Sus frutos se usan para aliviar la tos, y para
ello se prepara una decoccion del fruto junto con semillas de tamarindo y se administra
por via oral. También se utilizan los frutos que se untan alrededor del cuello para aliviar la

amigdalitis.
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Por otra parte asado se unta en la piel afectada por el “chincual”. Se aplica como
chiquiadores en la cabeza y en las “coyunturas”, o se aplica tibio o casi frio en la planta de
los pies y el abdomen para bajar la fiebre. Se machaca y el jugo asi obtenido se aplica en
gotas, cuando hay dolor en el oido.

Esta planta se emplea ademas para tratar afecciones digestivas, bilis, inflamacion de
estomago y “latido”, contra la caida del pelo, en el tratamiento de la presion alta, diabetes
(controla la sed del diabético) y para la vista. "

Por otra parte, a varios de los compuestos aislados del extracto de acetato de etilo de hojas
y tallos se les atribuyen propiedades quimiopreventivas, porque inducen la actividad de la
quinona reductasa en células hepalclc7 y ademds inhiben la transformacion de células

JB6 epidérmicas de raton.'!

Physalis peruviana

Es originaria de los Andes (Colombia, Pert, Ecuador y Chile) es conocida como uchuva,
capuli y aguaymanto. Crece en forma silvestre y semisilvestre, entre los 1500-3000 msnm.
Es una planta perenne y arbustiva que normalmente alcanza una altura de 1 a 1.5 m.'>,
Su fruto es dulce, de sabor agradable, comestible y tiene un buen contenido de vitaminas
Ay C, ademas de hierro y fosforo."*

Esta especie ha sido domesticada y actualmente se cultiva en Africa, India y Colombia
para aprovechar su fruto, que es muy apreciado en Europa. De hecho, el cultivo de
P. peruviana es uno de los mas importantes para Colombia que en el afio 2000 exporto
6335 toneladas de uchuva.'> Su papel en la medicina tradicional varia en los diferentes
paises, asi mientras que en Colombia se emplea para purificar la sangre, aliviar problemas

en la garganta, fortificar el nervio Optico, limpiar las cataratas, ser un calcificador y

controlar la amibiasis,14 en Peru se utiliza para tratar cancer, hepatitis, asma, malaria y

5
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dermatitis."® Ademas sus frutos son usados como antiparasitarios, y para ello generalmente
se ingieren de 10 a 15 frutos diarios en ayunas por espacio de 8 dias y luego un purgante.
También se usan en forma de jarabe contra la tosferina. Los frutos contienen acido citrico,
de ahi sus propiedades diuréticas, también se dice son narcéticos.

Se ha demostrado que extractos etandlicos y acuosos de P. peruviana y P. angulata
inhiben el crecimiento de lineas celulares tumorales como Hep G2, Hep3B y PLC/PRF/5

. . . 16,17
(hepatoma humano), e inducen apoptosis en las células. ™

Physalis angulata

Es una planta anual distribuida en regiones tropicales y subtropicales del mundo, en China
se le conoce con el nombre de “Kuzhi”. Sus extractos o infusiones se utilizan en la
medicina popular de varios paises. Asi en Taiwan se utiliza para el tratamiento de tumores,
para combatir enfermedades como malaria, asma, hepatitis, dermatitis, desordenes del
higado y reumatismo. Se wusa también como anticancerigeno, antibacteriano Yy
antipirético.'™'” Las hojas y los frutos se tienen como narcéticos, y su decoccion es util
como antiinflamatorio y desinfectante en enfermedades de la piel."

A través de un estudio biodirigido del extracto metandlico de Physalis angulata se
aislaron nueve withaesteroides y la citotoxidad de ocho de ellos fue evaluada frente a ocho
lineas celulares de cancer, lo que reveld que tres de estos compuestos tienen una fuerte
actividad citotoxica. Ademds se evaluo la actividad tripanocida contra epimastigotos y
tripomastigotos de Tripanosoma cruzi, agente causal de la enfermedad de Chagas y se

, . .. 1
encontré que cinco de los compuestos poseen una buena actividad."
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Physalis alkekengi

Es originaria de China se distribuye en la regién noreste de Asia. Se cultiva en la India
donde sus frutos son vendidos bajo el nombre de “Kaknaj”, y son utilizados en la medicina
tradicional como estimulante diurético, antihelmintico, expectorante, antitusivo y
ocitoxico. Los nativos de Ainu, utilizan semillas frescas de P. alkekengi como

20,21 . . .
" En Japon se le conoce con el nombre “Hozuki”. Se cultiva en Europa y sus

analgésico.
frutos son utilizados en el centro y sur de dicho continente para la eliminacion del 4cido
urico (afecciones renales, de vias urinarias, gota y reumatismo), ademds se emplea en
personas convalecientes por su gran contenido en vitamina C. Las hojas y tallos se han
usado como depurativos del rifién y del higado y como tdénicos generales después de
procesos febriles.”

De los frutos de P. alkekengi se aislo un heteropolisacarido que mostr6é actividad
hipoglucemiante en ratones diabetizados con aloxana. Este polisacarido, constituido por
arabinosa (Ara), galactosa (Gal), glucosa (Glc), acido galacturénico (GalA), no solo
redujo los niveles de glucosa en sangre en los animales de prueba, sino que también

. . 23 r .
produjo un incremento en su peso corporal.” Ademds de este compuesto, se han aislado

physalinas, alcaloides y flavonas con diferentes actividades. »*

Physalis orizabae
Esta especie pertenece a la seccion Coztomatae, se distribuye en los Estados de México,
Ags., Dgo., Gto., Hgo., Jal., Mich., Mor., Nay., N.L., Oax., Ver., Zac. y D.F. Se localiza

en un intervalo altitudinal de 1850-2 700 m.
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La especie habita en laderas, margenes de encinares perturbados y claros adyacentes a
bosques de pino-encino, en ocasiones se presenta en pastizales secundarios y en
matorrales subtropicales. Florece y fructifica de junio a septiembre.

Physalis orizabae se caracteriza por las hojas enteras, corolas grandes, amplias, con
maculas contrastantes y anteras parpuras o azules, asi como por el céliz grande y los
pedicelos en la flor y el fruto cerca de 2 cm de largo.

La especie varia en la densidad de la pubescencia y en la forma de las hojas. Aunque las
corolas de ordinario son grandes y amplias, de hasta de 26 mm de didmetro, rotado reflejas
cuando estan extendidas, hay algunas muestras en las que miden 10 mm de didmetro como
maximo y entonces resulta mas dificil su ubicacion dentro del taxon. Physalis orizabae se

puede confundir con P. chenopodifolia.*

2.3 COMPOSICION QUIMICA DEL GENERO PHYSALIS
Del género Physalis se han aislado metabolitos de muy diversos tipos tales como

' diterpenos de tipo labdano,’

. . . . 25 . 2

flavonoides simples y glicosilados,” alcaloides,
: 26 : e 27 . - .

acilsacarosas™ y withaesteroides,”’ pero so6lo estos ultimos se han aislado de todas las

especies de Physalis estudiadas hasta ahora.
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2.4 WITHAESTEROIDES
Los withaesteroides son un grupo de esteroides naturales con una estructura basada en el
esqueleto de ergostano (Figura 1). Son metabolitos que en su mayoria se han aislado de la

familia Solanaceae.

Figura 1. Ergostano

Estos metabolitos tienen caracteristicas particulares, ademas de que su estructura base es
el ergostano que contiene 28 atomos de carbono, la cadena lateral forma un anillo
lactonico de cinco o seis miembros o un lactol.”® Estos metabolitos presentan patrones de
oxidacion muy variables, lo que indica que las plantas que los elaboran contienen sistemas
enzimaticos capaces de oxidar practicamente todos los 4tomos de carbono del nucleo
esteroidal con excepcion de C-8 y C-10. Lo anterior da como resultado estructuras desde
simples hasta muy complejas. Esta variacion estructural da lugar a las diferentes
actividades biologicas que presentan.’

Los withaesteroides se han dividido en ocho grupos (Figura 2), de los cuales el de las
withandlidas es el que contiene el mayor nimero de los withaesteroides que se han
aislado.® Se considera que las withanolidas son precursoras de los grupos 2-8.
Actualmente se conocen otros tipos de withaesteroides que no fueron incluidos en esta

clasificacion.
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2.5 WITHANOLIDAS

Su nombre se debe a que la primera withandlida descrita fue la withaferina A (9), aislada
de Withania somnifera, en 1965. Esta planta crece en una vasta region que va desde
Europa Meridional hasta la India y Africa. Se cultiva principalmente en la India donde se
emplea en la medicina tradicional para tratar artritis, asma, dispepsia, hipertension,
reumatismo Yy sifilis. Esta planta ha sido objeto de un sinntimero de estudios que revelaron
sus propiedades antiinflamatorias, antioxidantes, inmunomoduladoras e inhibidoras de la

) ., 29
proliferacion celular entre otras.

O
OH

Withaferina A (9)

11
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2.6 PROPIEDADES BIOLOGICAS

La actividad bioldgica de muchas de las withandlidas aisladas de diferentes especies de
Physalis ha sido evaluada. Tal es el caso de las withanolidas aisladas de P. peruviana cuya
actividad antialimentaria fue determinada y se encontrd que la withanolida E (10) y su

tetrahidroderivado (11) son activos contra la larva de Spodoptera littoralis que afecta al

30

gusano de la hoja del algodon egipcio.

10

Otra propiedad biolégica que se ha estudiado en las withanélidas es la antifingica. La
17B-hidroxiwithanélida K (12) aislada de Withania coagulance es activa contra una serie
de hongos patogenos para el humano, entre ellos las especies Aspergillus niger y
Nigrospora oryzae. De igual manera presenta actividad en contra de Staphylococcus

aureus.’!

12
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Se ha encontrado que tanto la withangulatina A (13) como las physagulinas A (14), B (15)

y C (16) son activas contra Tripanosoma cruzi, causante de la enfermedad de Chagas."

16

OH
Las withanolidas aisladas de Acnistus arborescens, 7B-acetoxiwithanélida D (17), 7f,16a-
diacetoxiwithanolida D (18) y la 4-deoxi-7p,16a-diacetoxiwithandlida D (19) mostraron
una potente actividad citotoxica contra un panel de lineas celulares de canceres de mama
(BC-1), colon (Col2), pulmén (Lul) y prostata (LNCaP), entre otros. También resultaron
activas como inductoras de la actividad de la quinona reductasa,*® una de las enzimas de la
fase II del metabolismo (glutation transferasa, NADPH quimiocina oxidoreductasa (QR),
UDP-glucoronosil transferasa, etc., enzimas que convierten a los compuestos reactivos

potencialmente carcindgenos, en especies menos toxicas y mas facilmente excretables.

13
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Muchos compuestos que protegen de la carcindgenesis quimica, son inductores de las
enzimas de la fase II del metabolismo, por lo que se cree que existe una relacion entre la
activacion de estas enzimas y la quimioprevencion).” Otras withanélidas cuya actividad
es inducir a la quinona reductasa son withaphysacarpina®?* (20) y 24,25
dihidrowithanolida D**** (21), aisladas de P. philadelphica y 18-hidroxiwithanélida D>

(22) aislada de Vassobia lorentzii.

17 OH H
18 OH OAc
19 H OAc

14
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La actividad antiinflamatoria se presenta en los compuestos 24,25-epoxiwithandlida D*’
(23) y la 3pB-hidroxi-2,3-dihidrowithanélida F*> (24). Este ltimo compuesto presentd
ademés actividad hepatoprotectora cuando el dafio al higado fue inducido por CCl,.*° La
27

withaferina A (25) y la 27-deoxiwithaferina A (26) presentan actividad antimicrobiana.

La withaferina A (25) y la withandlida E (10) también han mostrado actividad

8

. . . . . )
inmunosupresora en linfocitos humanos T y B y en timocitos de raton.

15
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2.7 FLAVONOIDES

Los flavonoides representan una importante clase de productos naturales. Se encuentran
ampliamente distribuidos en las plantas superiores, sobre todo en partes aéreas (hojas,
flores y frutos). Hasta el momento se conocen cerca de 4000 flavonoides.*’

Los flavonoides proceden del metabolismo secundario de los vegetales a través de las
rutas del 4cido siquimico y del acetato-malonato.?” Los flavonoides exhiben un gran rango
de funciones en la bioquimica, la fisiologia y la ecologia de las plantas, por ejemplo en la
coloracion de los pétalos de las flores y en la proteccion contra la luz ultravioleta. Ademas
los flavonoides actiian como reguladores del crecimiento de las plantas, inhibidores de
enzimas y antialimentarios en contra de insectos.”®

Los flavonoides son estructuras del tipo C¢-C3-Cq, constan de dos anillos arométicos
unidos entre si por una cadena de 3 carbonos. Esta cadena puede formar anillos de 5 o0 6
miembros a través de un atomo de oxigeno unido a un grupo fenilo, para dar arreglos de
tres anillos denominados A, C y B (Figura 3). Los anillos aromadticos generalmente estan
hidroxilados y por lo tanto, son polifendlicos. Los flavonoides se pueden encontrar como

agliconas libres o en forma de O-heterdsidos o C-heterdsidos, unidos generalmente a

37
glucosa.

Figura 3. Estructura de Flavano
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Los flavonoides se clasifican de la siguiente manera con base en las variaciones

estructurales del anillo C.*’ (Figura 4
gu

i

Flavona

O

\\‘\\\

28

Flavanona

.
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Chalcona

i}

Isoflavona

o
OH
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: :: : \\\\
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)

X
/OH
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Figura 4. Tipos de flavonoides
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2.8. FLAVONOIDES EN EL GENERO Physalis

Los flavonoides aislados hasta ahora del género Physalis, son flavonas y flavonoles, con
predominancia de flavonoles en forma de glicésidos. A continuacion se dan los nombres y
estructuras de los flavonoides aislados, asi, como de la especie de Physalis de donde
fueron obtenidos.

Physalis peruviana (hojas) =

» 3-O-rutinésido de kaempferol (27)
3-O-robinobidsido de kaempferol (28)
3-O-rutindsido-7-glucosido de kaempferol (29)
3-O-robinobidsido-7-glucdsido de kaempferol (30)
3-O-rutindsido de quercetina (31)
3-O-robinobiodsido de quercetina (32)

3-O-rutindsido-7-glucédsido de quercetina (33)

vV Vv YV VvV VY V V¥V

3-O-robinobiodsido-7-glucdsido de quercetina (34)
Physalis minima var indica*

» 3-O-glucosido de kaempferol (35)

» 3-O-glucosido de quercetina (36)
Physalis minima (Frutos, hojas) *'***
» 5,6,7-trimetoxiflavona (37)
» 5-metoxi-6,7-metilendioxiflavona (38)
» 3-0O-galactdsido de quercetina (39)

Physalis angulata (hojas) **

» 3-O-neohesperiddsido de myricetina (40)

18
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Physalis alkekengi®

» luteolina (41)

» 7-0-B-D-glucosido de luteolina (42)

Physalis ixocarpa*

» quercetina (43)

» 3-O-glucosido de quercetina (36)

» 3-0-(2-O-B-galacto-B-glucésido) de quercetina (44)

» 3-0O-(2-O-a-arabino-B-glucosido) de quercetina (45)

Physalis coztomatl ¥/
» pachypodol (46)

» retusina (47)

OH

OH

OH
OH

B-D-Glucosa

OOH

HO

OH

OH
B-D-Arabinosa

OH

OH

OH
B-D-Galactosa

OH
OH o

CHs

OH HO
o-L-Rhamnosa

Figura 5. Estructura de monosacaridos presentes
en los flavonoides aislados de Physalis.
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Figura 6. Estructura de disacéaridos presentes en
los flavonoides aislados de Physalis.
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2.9 METODOS ESPECTROSCOPICOS EN LA DETERMINACION DE
ESTRUCTURA QUIMICA

En la actualidad la determinacion de la estructura quimica de un compuesto se lleva a cabo
de manera rapida y con cantidades de muestra, del orden de miligramos. Esto es posible
porque se cuenta con diferentes técnicas espectroscOpicas entre las se encuentran la
espectroscopia de infrarrojo (IR), ultravioleta (UV), resonancia magnética nuclear (RMN),
asi como espectrometria de masas (EM) y difraccion de rayos X.

La espectroscopia es el estudio de la interaccion de la energia electromagnética con la
materia. Cada técnica espectroscOpica emplea un tipo distinto de radiacion
electromagnética que al interaccionar con un compuesto puede producir transiciones
rotacionales, vibracionales o electronicas, que llevan a las moléculas a un estado excitado
que decae rapidamente por emision de la energia absorbida o por relajacion y estos

. . . . 48
cambios son registrados con ayuda de un sistema de computo.

ESPECTROSCOPIA ULTRAVIOLETA Y VISIBLE (UV/Vis)

La radiacion de las regiones ultravioleta (UV) y visible (Vis) del espectro
electromagnético proporciona energia capaz de excitar electrones de una molécula desde
su estado fundamental hasta un estado excitado.

Dado que los espectros UV de los compuestos dependen solamente del grupo o sistema
que absorbe radiacién (cromoforo) y se ven poco influenciados por el resto del esqueleto
molecular, compuestos diferentes que poseen el mismo cromdforo muestran espectros UV
similares.

La porcién de la region ultravioleta de interés se extiende entre las longitudes de onda de
200 y 400 nm, mientras que la region visible se extiende de las longitudes de onda de 400

nm hasta cerca de los 800 nm. Ambas regiones corresponden a los niveles energéticos
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caracteristicos de la excitacion de electrones  y no enlazantes y en la mayoria de los casos

se encuentran asociados con moléculas conjugadas.

ESPECTROSCOPIA INFRARROJA (IR)*’

La espectroscopia infrarroja ha llegado a ser una de las técnicas mas importantes para la
determinacion de una estructura molecular. La region del infrarrojo es una determinada
zona de la radiacion electromagnética, situada a menor energia que la de la region visible.
Un espectro de absorcion infrarroja presenta picos caracteristicos de grupos funcionales
especificos y puede utilizarse como instrumento de diagndstico en andlisis estructural.

La radiacion infrarroja no posee energia suficiente para provocar la excitacion de los
electrones, pero si ocasiona que los 4tomos y los grupos de atomos de los compuestos
quimicos vibren mas rapido en torno a los enlaces covalentes que los conectan. Estas
vibraciones estan cuantizadas y se presentan cuando los compuestos absorben energia
infrarroja en regiones especificas del espectro.

En sus vibraciones los enlaces covalentes se comportan como si fueran resortes diminutos.
Cuando los atomos vibran nada mas lo pueden hacer a ciertas frecuencias, como si los
enlaces estuvieran ‘“sintonizados”. Debido a esto, los atomos con enlaces covalentes
poseen Unicamente niveles especificos de energia vibracional.

Cada vibracion de flexion o estiramiento de un enlace determinado sucede con una
frecuencia caracteristica y la radiacion infrarroja (de 4000 a 600 cm™) tiene las mismas
frecuencias que estas vibraciones, de tal modo que si un compuesto se irradia con energia
de una frecuencia que coincida con la de uno de sus modos de vibracion, absorbera
energia y con ello incrementard la amplitud de vibracion del enlace. Al determinar un

espectro de IR lo que se hace es irradiar la muestra y medir la frecuencia o longitud de
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onda de la energia absorbida por el compuesto y esto indica que clase de enlaces posee

dicho compuesto.

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR"

Se basa en la absorcion de radiacion que da lugar a transiciones entre las distintas
orientaciones del spin del ntcleo en un campo magnético. Sus aplicaciones mas
caracteristicas son la deteccion de ciertos grupos funcionales, informacion de la zona que
rodea a un nucleo y en el caso de la resonancia magnética protonica, el conocimiento del
numero de protones de las moléculas.

Los ntcleos de ciertos elementos e isdtopos se comportan como si giraran en torno a un
eje. Los nucleos como 'H, °C, N, F y *'P poseen esta propiedad. Cuando se coloca un
compuesto que contienen estos nucleos e is6topos en un campo magnético muy intenso y
se irradia simultdneamente con energia electromagnética, los nucleos pueden absorber
energia mediante un proceso llamado resonancia magnética. La absorcion de la energia no
tiene lugar a menos que la intensidad del campo magnético y la frecuencia de la radiacion

electromagnética se encuentren en valores especificos.

ESPECTROS DE RMN 'H.*

En un espectro de RMN 'H cada proton en un ambiente quimico diferente generard una
sefal con cierto desplazamiento quimico. Las sefiales de RMN 'H normalmente aparecen
entre 0 y 13 ppm. Si existen varios protones en el mismo ambiente (quimicamente
equivalentes) generaran una sola sefal. Las sefiales pueden consistir de un sélo pico
(singulete) si el protdn o protones que la producen no tienen protones vecinos, en general a
dos o tres enlaces; si los tienen, sus campos magnéticos interaccionan en lo que se llama

acoplamiento espin-espin y esto lleva a que la sefial se desdoble.
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ESPECTROS de RMN “*C y DEPT. >

El namero de sefiales en un espectro de RMN '*C indica el nimero de carbonos que tiene
el compuesto. La posicién relativa de las sefiales en el espectro de *C depende de los
mismos factores que en el caso de hidrogeno. Las sefiales de °C son débiles porque este
isotopo constituye solo el 1.11 % del carbono natural y a esto se debe también que las
sefiales de '*C no presenten multiplicidad, porque la probabilidad de que dos "*C sean

vecinos es muy baja. Las sefiales de °C aparecen en general de 0 a 220 ppm.

Actualmente para distinguir si una seflal de carbono corresponde a un metino (CH),
metileno (CH;) o metilo (CH;) se usa una técnica llamada DEPT (distortionless
enhancement by polarization transfer, ampliacion sin distorsion por transferencia de
polarizacion), en la cual se obtiene un espectro de carbono en condiciones en las que solo
los carbonos de metinos generan sefales; después un segundo en el que las sefales de
metilos y metinos aparecen como sefiales positivas, las de metilenos como sefales
negativas y las sefiales de carbono no protonado no aparecen, por lo que se puede saber

por comparacion cuales sefiales corresponden a carbonos no protonados.

RESONANCIA MAGNETICA NUCLEAR BIDIMENSIONAL (RMN-2D).* 2

Permite determinar estructuras de moléculas complejas. Los espectros bidimensionales
tienen dos ejes de frecuencia y uno de intensidad por lo que aparecen como una gréfica de
superficie (como montafias), pero se acostumbra representarlos como una grafica de
contorno (como una vista aérea) Entre las técnicas bidimensionales mas comunes estan

COSY, HSQC y HMBC.
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ESPECTRO COSY *?

(Correlation spectroscopy, Espectroscopia de correlacion homonuclear)

Este tipo de espectro muestra que protones estan acoplados entre si. Es un espectro
simétrico en el que se muestra el espectro de RMN 'H del compuesto en el eje X y
también en el Y. Muestra ademads una serie de picos (contornos) en la diagonal y fuera de
ella. Los picos fuera de la diagonal aparecen en la posicion (cruce de picos) donde hay
acoplamiento entre un proton del eje X y uno del Y.

ESPECTRO HSQC *

(Heteronuclear single quantum coherence, Espectroscopia de correlacion heteronuclear

cuantica simple).

El espectro HSQC es el andlogo heteronuclear del espectro COSY. Se usa para identificar
qué protones estan unidos a cada carbono. En el espectro HSQC se grafica en un eje el
espectro de 'H y en el otro eje el de °C y en el espectro aparece un pico en la posicion en
que un protén se acopla con un carbono a un enlace.

ESPECTRO HMBC **

(Heteronuclear multiple bond correlation, Espectroscopia de correlacion heteronuclear a

multiples enlaces).

Este técnica es adecuada para determinar conectividades "H /"°C a larga distancia (a dos y
tres enlaces). Por lo anterior resulta muy util en la asignacion de sefales, incluyendo las de
carbonos no protonados, y también en la elucidacion estructural, porque permite conectar
fragmentos moleculares. En un espectro HMBC se grafica en un eje el espectro de 'H y en
el otro eje el de C. El espectro se adquiere de tal modo que se genera un pico en la
posicion donde un nicleo de 'H se acopla a uno de ">C (o viceversa) a través de mas de un

enlace, generalmente dos o tres.
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ESPECTROMETRIA DE MASAS (EM)*

Esta técnica permite determinar la masa molecular de un compuesto y también
proporciona informacion de algunas de sus caracteristicas estructurales. A diferencia de
las anteriores, esta es una técnica destructiva.

Consiste en introducir una pequefia cantidad de muestra en el espectrometro de masas,
donde se vaporiza y después es ionizada (se elimina un electréon de cada molécula) con lo
que se produce un ion molecular que es un cation radical (especie con un electréon
desapareado y carga positiva). Con la energia suministrada al sistema, muchos de los iones
moleculares se fragmentan en otros cationes radicales, cationes, moléculas neutras o
radicales mas pequefios. Los fragmentos generados por ionizacion de la muestra se hacen
pasar entre dos placas con carga negativa que aceleran a los que tienen carga positiva y los
mandan al tubo analizador que esta rodeado de un electroiman cuyo campo magnético los
desvia y los hace seguir una trayectoria curva. El grado con que se desvia la trayectoria
depende de la relacion masa/carga (m/z) del fragmento y de este modo se separaran todas
las particulas con un mismo valor m/z de las demas. Finalmente los fragmentos salen por
la rendija de salida y el detector registra la cantidad relativa de fragmentos con
determinada m/z.

La ionizacién de la muestra puede hacerse de diferentes técnicas, una de ellas es por
impacto electronico (IE). En esta técnica las moléculas vaporizadas se bombardean con un
haz de electrones de alta energia (~70eV) que cuando choca con una molécula, expulsa un
electron y forma el ion molecular. Otro método de ionizacion es la ionizacidon quimica
(IQ) en la cual se introduce una sustancia (CH4, NH3) con una concentracion mucho
mayor que la de la muestra. Esta sustancia se ioniza por impacto electronico y cuando los
iones generados chocan con las moléculas de la muestra las ionizan. Una tercera técnica es

la de ionizacion por electro spray (IES) y consiste en que la muestra disuelta en disolvente
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polar y volatil se bombea a través de una boquilla metdlica cuya punta se carga con alto
voltaje y esto produce gotas cargadas de las que se evapora el disolvente dejando iones
desnudos que entran al espectrometro de masas.

En un espectro de masas el ion molecular es el pico con el valor maximo de m/z y
corresponde a la masa molecular del compuesto. Los picos con valores de m/z menores se
llaman picos de fragmentacion y su andlisis proporciona informacién de la estructura del

compuesto. El pico mas alto del espectro es el pico base y se le asigna una abundancia

relativa del 100 %.
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OBJETIVO

OBJETIVO GENERAL

- Contribuir al conocimiento de la composicion quimica del género Physalis a través del

estudio quimico de las partes aéreas de Physalis orizabae L.

OBJETIVOS PARTICULARES

- Aislar el mayor nimero de los metabolitos secundarios presentes en las partes aéreas de

Physalis orizabae L.

- Determinar las estructuras quimicas de los compuestos aislados.
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4. PARTE EXPERIMENTAL

4.1 MATERIAL Y EQUIPO

Los puntos de fusion (no corregidos) fueron determinados en un aparato Fisher-Johns.
Para las cromatografias en columna operadas con vacio (CCV) se utilizd como fase
estacionaria silica gel (Merck 60 G). Para las cromatografias en capa fina se utilizaron
cromatofolios Alugram Sil G/UV;s4 de 0.25 mm. Se utiliz6 como revelador sulfato cérico
al 3 % en 4cido sulfurico 2N y/o lampara de UV Spectroline modelo CX-20 (A 254 y 366
nm). Los espectros de RMN fueron determinados en espectrometros Varian Unity Plus
(500 MHz 'H y 125.7 MHz "C) y Varian MHz (300 MHz 'H y 75 MHz "“C). Los
espectros de infrarrojo se determinaron en un espectrofotometro FT-IR Brucker Tensor 27.
La rotacion oOptica, asi como el espectro de UV se determinaron en un espectrofotdmetro
UV-Vis Shimatzu U160. Los espectros de masas se determinaron por la técnica ESI

(electrospray) en un equipo Bruker Esquire 6000.

4.2 MATERIAL VEGETAL

La planta Physalis orizabae L. se recolectd en el Valle del Conejo, Mpio. de Ocoyoacac,
Estado de México, el 27 de agosto del 2006. Un ejemplar de la planta se deposito, para su
resguardo, en el Herbario de la Universidad Auténoma de Querétaro (UAQ, con la clave

EMI-8). La especie fue identificada por la Dra. Mahinda Martinez.
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4.3 EXTRACCION DEL MATERIAL VEGETAL

Las partes aéreas (hojas, tallos y flores) secas y molidas (284.87 g) se colocaron en una
columna de vidrio (didm. 8 cm; h 60 cm) y se extrajeron con acetona (8§ L) y
posteriormente con MeOH (5 L). Los disolventes se eliminaron por destilacion a presion
reducida. Estos extractos mostraron una composicién similar por CCF por lo que se
combinaron y el extracto obtenido (60.94 g) se sometio a un proceso de particion (AcOEt-
H,0), para lo cual el extracto suspendido en agua (500 mL) se extrajo seis veces con
AcOEt (250 mL) en un embudo de separacion. Las fracciones de AcOEt (fase orgéanica) se
reunieron y el disolvente que contenian se elimind por destilacion a presion reducida, con
lo que se obtuvieron 17.94 g de residuo. En la fase acuosa se formé un precipitado
amarillo que se filtr6 (5.339 g) y sus aguas madres se concentraron a sequedad

haciéndoles pasar una corriente de aire. Su peso fue de 32.94 g.

MATERIAL VEGETAL
(Hojas, tallos y flores)
284.87 g

Extraccion con acetona

\ 4 \ 4

|| Extracto de acetona || Material vegetal

Extraccion con metanol
v

|| Extracto de MeOH
Particion (AcOEt/H,0)
A\ 4 v
Fase Organica (AcOEt) || Fase Acuosa
1794 ¢ Filtracion
y \4
Precipitado amarillo Aguas Madres
5339¢ 3294 ¢
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4.4 AISLAMIENTO DE COMPUESTOS

La fase orgénica, se disolvid en acetona, se adsorbio en celita, se evaporo el disolvente y
se colocd en la parte superior de una columna de silica gel (didm. 8.5 cm; h 9.5 cm). La
columna (columna A) se comenz6 a eluir con hexano y se continud la elucién con mezclas
de hexano-AcOEt de polaridad creciente.

Se obtuvieron 153 fracciones de 500 mL cada una, segin lo siguiente: frs 1A-10A
(hexano-AcOEt 100:0); frs 11A-27A (hexano-AcOEt 95:5); frs 28 A-45A (hexano-AcOEt
90:10); frs 46A-57A (hexano-AcOEt 85:15); frs 58A-82A (hexano-AcOEt 80:20); frs
83A-98A (hexano-AOEt 70:30); frs 99A-112A (hexano-AcOEt 60:40); frs 113A-125A
(hexano-AcOEt 40:60); frs 126A-140A (hexano-AcOEt 20:80); frs 141A-150A (hexano-
AcOEt 0:100); frs 151A-153A (MeOH). Las fracciones obtenidas se analizaron mediante
cromatografia en capa fina y las que mostraron una composicion similar se reunieron.

Las fracciones 12A-29A, (2.81 g) se sometieron a cromatografia en columna (columna B;
diam. 4.6 cm; h 6.5 cm), eluida con mezcla de hexano-AcOEt. Se obtuvieron 85
fracciones de 50 mL como sigue: frs 1B-18B (hexano-AcOEt 97:3); frs 19B-39B (hexano-
AcOEt 95:5); frs 40B-60B (hexano-AcOEt 90:10); frs 61B-72B (hexano-AcOEt 85:15);
frs 73B-81B (hexano-AcOEt 80:20); frs 82B-84B (AcOEt 100); frs 85B MeOH. Las
fracciones que mostraron una composicion similar por CCF se reunieron.

Las frs 7B-8B (0.64 g) se purificaron mediante cromatografia en columna (columna C;
diam 2.0 cm; h 5.5 cm), eluida con hexano-AcOEt (99:1). Se obtuvieron 26 fracciones de
25 mL cada una. Las fracciones 8C-12C se cristalizaron de etanol. Se obtuvieron cristales
color blanco con un punto de fusion 135-137 °C, éstos se identificaron como la mezcla de

B-sitosterol (I) y estigmasterol (IT).
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Cada uno de los siguientes grupos de fracciones: 30A-42A, 43A-87A, y 88A-109A fue
sometido a diferentes procesos de purificacion (CC y CCF preparativa) sin que se lograra
obtener algiin compuesto puro.

Las fracciones 110A-121A (2.0789 g) se decoloraron con carbon activado y se sometieron
a cromatografia en columna (columna D; diam. 4.6 cm; h 9 cm) eluida con mezclas de
hexano-acetona. Se obtuvieron 133 fracciones de la siguiente manera: frs 1D-31D
(hexano-acetona 80:20) frs 32D-92D (hexano-acetona 75:25); frs 93D-109D (hexano-
acetona 70:30); frs 110D-124D (hexano-acetona 60:40); frs 125D-133D (hexano-acetona
50:50). Las fracciones 38D-42D (0.1874g) contenian el compuesto III, el cual se purificd
por medio de cromatografia en columna de silica gel (columna E; diam 2.6 cm; h 8.5 cm),
eluida con CH,Cl,-acetona, frs 1E-22E (CH,Cly-acetona 80:20); frs 23E-29E (CH,Cl,-
acetona 25:75); frs 30E-31E (acetona). El compuesto III eluy6 en las fracciones 7E-15E
(0.106 g), pero aun contenia impurezas por lo que se purifico mediante cromatografia en
placa preparativa de silica gel, eluida 3 veces con hexano-AcOEt (80:20), y posterior
cristalizacion de AcOEt-hexano. Se obtuvieron 12.7 mg del compuesto IIT (0.004 %
respecto al peso de la planta seca).

El precipitado amarillo (5.339 g) que se obtuvo de la fase acuosa durante el proceso de
particion, contenia mayoritariamente al compuesto IV. Este compuesto se purificd por

cristalizacion de metanol-AcOEt. Se obtuvieron 3.97g del compuesto puro.
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4.5 DATOS ESPECTROSCOPICOS Y FiSICOS

COMPUESTO (I1I)

Orizabdlida

Cristales blancos, pf 174-176 ° C; [a] p= +38.1° (MeOH, ¢ 2.1); IR Apax cm’ (pastilla):
3369, 1710 (segunda derivada 1734, 1711, 1686, 1659); RMN "H: Ver tabla 3; RMN

BC: Ver tabla 3. EM IES: m/z 567.3 [M+Na']

COMPUESTO (1V)

3-O-rutinésido de quercetina (rutina)

Soélido amarillo, pf 192-195 ° C; [a]p 2.95°. (MeOH, c 0.71); IR Apax cm’! (nujol): 3422,
2953, 1655, 1295, 1205, 1065; UV Anax (MeOH) nm: 358 (log € 4.44), 258 (log € 4.53);

RMN 'H: Ver tabla 4; RMN *C: Ver tabla 5. EM IES: m/z 611 [M+H']

Acetilacion de 3-O-rutindsido de quercetina (rutina)

A 74.5 mg de rutina (4) disueltos en 0.5 mL de piridina, se agregaron 0.5 mL de anhidrido
acético. La solucion se dejo reaccionar durante 6 hr a 50 ° C. Al término de este tiempo se
adiciono agua y se extrajo con AcOEt. La solucion organica se lavo con agua, después se
seco con Na,SO4 anhidro y se concentrd. Se obtuvieron 123 mg. Los productos de la
reaccion se separaron por medio de una cromatografia en columna de silica gel eluida con
AcOEt-hexano (1:1). Se obtuvieron 96.9 mg de rutina decaacetilada (V) y 12.2 mg de

rutina nonacetilada (VI).
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COMPUESTO (V)
Decaacetilrutina
Solido blanco, pf 120-122 °C, IR Amex cm™ (CHCls): 1754, 1646, 1627; RMN 'H: Ver

tabla 6; RMN *C: Ver tabla 6. EM IES: m/z 1031.6 [M+H"]

COMPUESTO (V)
Nonaacetilrutina

Solido blanco, pf 113-116 °C RMN 'H: Ver tabla 7; RMN *C: Ver tabla 7. EM IES:

m/z 989.5 [M+H']
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5. RESULTADOS
De la fraccion de AcOEt se aislaron, la mezcla de B-sitosterol (I) y estigmasterol (II), el
withaesteroide orizabodlida (IIT) y el flavonoide rutina (IV). La mezcla de B-sitosterol y
estigmasterol, fue identificada por analisis de su espectro de RMN 'H y comparacién
mediante cromatografia en capa fina, con una muestra auténtica. El punto de fusion de la
mezcla fue 135-137 °C. El B-sitosterol es el fitoesterol mas abundante en la naturaleza y se
ha encontrado que posee actividad anti-inflamatoria, analgésica y antipirética.
Recientemente se ha descrito que la mezcla de B-sitosterol y estigmasterol (en relacion

3:1) neutraliza el veneno de dos serpientes muy peligrosas de la India.”

1. B-sitosterol I1. Estigmasterol

El compuesto III (orizabolida), se aislo en forma de cristales de color blanco. Su espectro
de masas (espectro 1) presenta un ion pseudomolecular de m/z 567 [M+Na'] que
concuerda con la férmula molecular C3oH49O9+Na. El espectro de IR (espectro 2) muestra
bandas de absorcién en 3369 cm™ (banda ancha, -OH) y en 1710 cm™ (banda ancha,
C=0). La segunda derivada de la Gltima banda mostré absorciones en 1734 cm™ (éster),
1711 em™ (3-lactona o,B-no saturada), 1686 cm™ (cetona o,B-no saturada) y 1659 cm™

(dobles enlaces).
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En el espectro de RMN °C (espectro 3) se observan 30 sefiales que indican la presencia
del mismo niimero de carbonos en la molécula. Del analisis del espectro DEPT (espectro
4), se logr6 determinar que de estos 30 carbonos, 11 corresponden a carbonos no
protonados, 6 a metinos (CH), 9 a metilenos (CH,) y 4 a metilos (CH3).

El espectro de RMN 'H (espectro 5) muestra sefiales en & 5.76 (ddd, J= 10, 3, 1.5 Hz) y
6.85 (ddd, J= 10, 5, 2.5 Hz), que son caracteristicas de los protones vinilicos, H-2 y H-3
del sistema 2-en-1-ona del anillo A de las withanodlidas.

La presencia de la enona se confirma al observar en el espectro de RMN "*C (espectro 3),
una sefial en 8 204.1 que se asigno6 al carbono del carbonilo de una cetona (C-1), asi como
las sefiales de los carbonos vinilicos C-2 y C-3 en 6 128.2 y 146.4 respectivamente.

En el espectro COSY (espectro 6) se observa que las sefales de H-2 y H-3 estan acopladas
con las de los protones de un metileno en o 3.32 (brd J=21.5 Hz) y 2.86 (dd J=21.5, 5 Hz),
por lo que estas Ultimas se atribuyen a H-4a y H-4b (Figura 5). En el espectro HSQC

(espectro 7) estas sefales correlacionaron con la sefial en 6 34.0 que se asigna a C-4.

') [VaVaVaVy

H "

H

s e

Figura 5. Estructura parcial de la orizabdlida, en la que se
muestran algunas correlaciones observadas en el espectro COSY.
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El espectro de RMN '>C muestra otras dos sefiales para carbonos vinilicos, una
corresponde a un carbono no protonado (6 136.5) y la otra a un CH (o 125.8). La sefial del
proton unido a este carbono aparece en o 5.71 (dt J=6, 2 Hz) y en el espectro COSY
correlaciona con H-4a, por lo que se establece que el doble enlace se encuentra entre los
C-5 y C-6, y que el protén vinilico corresponde a H-6 (Figura 6). En el espectro COSY
(Figura 5), H-6 correlaciona con las sefiales en 6 2.26 y 1.82 que se asignan a H-7a y H-
7b, respectivamente.

El espectro HMBC (espectro 8) mostrd las correlaciones de C-1 con los protones del
metilo en 6 1.19 (CH3-19) y con un multiplete en & 2.36 (H-9); asi como las de los
protones de C-19 con C-5 (6 136.5), C-9 (6 36.9) y C-10 (6 51.5), las de H-6 con C-4, C-7

(06 26.5), C-8 (6 38.5) y C-10, y las de H-4b con C-2, C-3, C-5, C-6 y C-10 (Figura 6).

O H "’b-,_q
CH, N,

Figura 6. Estructura parcial de la orizaboélida, en la que se
muestran algunas correlaciones observadas en el espectro HMBC.
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Estas correlaciones establecen la sustitucion de los anillos A y B de la orizabolida como se

muestra en la figura 7.

CHj; :.2?.

Figura 7. Estructura parcial de la orizaboélida.

Como se ha comentado, las withanolidas generalmente poseen una 6-lactona a, - no
saturada. En el caso de la orizabolida, el espectro de RMN '>C muestra una sefial en
0 166.4 que se atribuye al carbonilo de la lactona (C-26). La presencia de un doble enlace
conjugado con la lactona se dedujo de las sefiales para dos carbonos vinilicos en 6 153.4
(C-24) y & 121.6 (C-25). En el espectro HMBC los C-24 y C-25 correlacionan con el
protén de un metileno (6 3.23) que se asigna a H-23a, ya que en el espectro COSY
correlaciona con las sefiales en 6 2.39 (H-23b) y 4.92 (H-22). Esta ultima sefial
corresponde al cierre lactonico. En el espectro HMBC se observa que los protones de un
metilo vinilico (6 1.82, d, J= 1.5 Hz) correlacionaron con C-24, C-25 y C-26, mientras que
los de un metileno base de funcion oxigenada (6 4.41 y 4.28) s6lo correlacionan con C-24
y C-25, lo que indica que el metilo corresponde a CH3-27 y el metileno a CH,-28. Los
protones H-28a (6 4.41, dd, J= 14.5, 6 Hz) y H-28b (6 4.28, dd, J= 14.5, 6 Hz)
interaccionan en el espectro COSY, con el proton de un grupo hidroxilo en 6 4.28 (t,
J= 6 Hz, C-28-OH). La multiplicidad de H-22 (dd, J= 13, 3 Hz) y las correlaciones que
muestra en el espectro HMBC con un carbono no protonado y base de oxigeno (6 79.7,

C-20) y con el carbono de un metilo (6 19.4, C-21) permiten proponer la presencia de un
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grupo hidroxilo en C-20. Con lo anterior se establece que la orizabolida contiene el

fragmento que se muestra en la figura 8.

Figura 8. Estructura parcial de la orizaboélida.

Lo anterior se confirma al comparar los desplazamientos quimicos de la orizabdlida con

los de la 28-hidroxiwithanélida E (tabla 1) un compuesto de estructura conocida.’

OH
X
OH
O @)
(VaVaVal
O
28-hidroxiwithanolida E Anillo lacténico de la orizabdlida
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Tabla 1. Datos seleccionados de RMN de "*C de la orizabolida y 28-hidroxiwithanélida E.

13 C | Orizabélida® | 28-hidroxiwithanélida E*
20 79.7 79.2
21 19.4 20.0
22 82.1 80.7
23 29.7 28.7
24 153.4 151.7
25 121.6 121.8
26 166.4 165.8
27 11.9 11.9
28 61.7 62.1

*Determinado en CDCl;.

En la regidn de carbonos base de funcion oxigenada del espectro de RMN '°C, se observan
otras dos sefales para carbonos no protonados en 6 88.9 y 81.7. La primera se atribuye al
carbono base de alcohol C-17 (Figura 9), porque en el espectro HMBC correlaciona con
las sefales de los protones de C-21, de C-15 (6 1.61, m, 2H), de C-16 (6 2.66 y 1.72), de
un grupo hidroxilo (6 3.93, C-17-OH) y de un metileno base de oxigeno (0 4.38, s, 2H,
H-18a, H-18b).

Esta tltima sefial correlaciona con la de un carbonilo de acetato (6 171.2), cuya presencia

se confirma por las sefiales en ¢ 21.0 y oy 2.08.
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Figura 9. Estructura parcial de la orizabolida en la que se muestran
algunas interacciones C-H observadas en el espectro HMBC.

La sefial en & 81.7 (Figura 10) se asignd por su desplazamiento, a un carbono base de
alcohol y se atribuy6 a C-14 por las correlaciones que presenta con H-15a, H-15b, H-16a,

H-16b, H-18a y H-18b, en el espectro HMBC.

Figura 10. Estructura parcial de la orizabolida en la que se muestran
algunas interacciones C-H observadas en el espectro HMBC.
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Asi, se establece que la estructura de la orizabdlida, sin estereoquimica, es la siguiente.

En cuanto a la estereoquimica, se propone que en la orizabdlida, como en todas las
withandlidas aisladas hasta ahora, la orientacion de C-18, C-19 y H-8 es beta, mientras que
la de H-9 es alfa y la configuracion de C-22 es R.

La orientacion de los hidroxilos en C-14, C-17 y la configuracién de C-20 se dedujeron de
las comparaciones de los datos de RMN "°C de la orizabélida con los de compuestos
similares descritos en la literatura. Se encontrd una gran semejanza entre los datos de la
orizabolida y de los compuestos con C-14 a-OH, C-17 B-OH y configuraciéon S en C-20,
como las physachenélidas A, C y D (tabla 2). La estructura de la physachenolida A se

confirmo por difraccion de rayos X.”
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Physachendlida A Physachenolida C Physachendlida D

Tabla 2. Datos seleccionados de RMN °C orizabélida y de las physachendlidas A, C y

D.
B¢ | Orizabélida® | Physachenélida A”| Physachenélida C*| Physachenélida D7
13 58.2 56.9 57.5 57.6
14 81.7 81.7 81.4 81.4
15 33.7 32.1 32.8 33.0
16 37.9 36.2 38.1 38.0
17 88.9 87.5 88.0 88.3
18 65.2 64.9 65.1 65.3
20 79.7 77.9 78.8 78.8
21 19.4 18.4 19.1 19.3
22 82.1 80.8 79.5 79.7

 Determinado en CDCl; b Determinado en CDCl5-DMSO-dg
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Por lo anterior se propone que la orizabolida presenta la configuracion que se

muestra en II1.

Orizabélida (III)
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Tabla 3. Datos espectroscopicos de RMN 'H y '*C de la orizabélida (III).

Posicion b H
(0) (6, m, J en Hertz)
1 204.1
2 1282 5.76 ddd 10,3, 1.5
3 146.4 6.85 ddd 10, 5, 2.5
332da2l5s
: il 2.86 dd 21.5, 5.0
5 136.5
6 125.8 5.71dt6,2
2.26 m
7 26.5 aem
8 385 1.82m
9 36.9 2.36m
10 51.5
2.25 m
1 24.0 am
238 m
% Ao 1.96 dt a 12, 3.5
13 58.2
14 81.7
15 33.7 1.61 m 20
2.66m
i S 172 dd a 14, 8
17 88.9
18 65.2 438 s 2H
19 18.9 1.19 s
20 79.7
21 194 144 s
2 82.1 4.92dd 13,3
2.39m
23 29.7 323dal8,3
24 153.4
25 121.6
26 166.4
27 11.9 182d15
4.41dd 145, 6
e il 4.8 dd 14.5, 6
29 (CH:CO) | 1712
30 (CH,CO) 21.0 2.09s
17-OH 3.93 s
28-OH 428¢6
Determinado en C;D¢O *sefial ancha
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El compuesto IV se aislé en forma de un s6lido amarillo. El espectro de masas presenta un
ion pseudomolecular de m/z 611 [M+H'] que concuerda con la férmula molecular
C,7H30016. Su espectro en el IR (espectro 9) muestra las siguientes bandas de absorcion en
3422 (ancha, -OH), 2953 (aromatico), 1655 (cetona), 1295 (éter), 1205 (éter), 1065
(aromético) cm™.

El espectro de RMN '"H (CD;OD, espectro 10) presenta sefiales caracteristicas para un
flavonoide, ya que muestra un sistema AB formado por las sefiales en 6 6.20 (d, J=2.1 Hz)
y 6.39 (d J= 2.1 Hz). Estas sefiales integran para un protéon cada una y su constante de
acoplamiento indica una relacion meta, por lo que fueron asignadas a los protones H-6 y
H-8 de un anillo aromatico de una flavona (Anillo A), sustituido en las posiciones 5y 7.

Se observan también tres sefales que integran para un proton cada una en & 7.66 (d,
J=2.4 Hz), 7.62 (dd, J= 8.4, 2.4 Hz) y 6.87 (d, J= 8.4 Hz). Sus constantes de acoplamiento
sugieren una relacion meta entre los dos primeros y orto entre los dos ultimos. Lo anterior
estd de acuerdo con un anillo B, 3",4"-disustituido (Figura 11) y por lo tanto las sefiales

antes mencionadas se asignan a H-2" (6 7.66), H-5" (6 6.87) y H-6" (6 7.62).

Figura 11. Estructura parcial del flavonoide.
(Anillo B)
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En el espectro de RMN "°C (espectro 11) se observa una sefial en & 179.4 que se asigna al
carbonilo de la y-pirona (anillo C, C-4). Se observan también dos senales para los
carbonos vinilicos del doble enlace entre C-2 y C-3 (6 158.5 y 135.6, respectivamente). La
ausencia de una senal para H-3 indica que se trata de un flavonol. Con lo anterior se
propone que en la posicion C-3 del flavonol se encuentra sustituido.

El espectro de RMN 'H muestra sefiales para dos protones anoméricos en & 5.10
(d,J=7.2 Hz) y 4.51 (d, J= 1.8 Hz); muestra también un conjunto de sefiales entre 6 3.20 y
0 3.80 que se atribuyen a protones base de oxigeno y a campo alto se observa un doblete
que se asigna a un metilo (6 1.11, d J= 6.3 Hz). Lo anterior permite proponer que en la
molécula existe un disacarido, tipo rutinosa. Al revisar la literatura se encontrd una gran
similitud entre los datos espectroscopicos y propiedades fisicas del compuesto IV y de

rutina (Tablas 4 y 5).

CH rrr
3 I on

OH

OH OH
Rutina (IV)
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Tabla 4. Tabla comparativa entre los datos espectroscopicos de 'H de RMN de la Rutina
y el compuesto IV.

g RUTINA™® v? RUTINA™’ v’

(0, m, J en Hz) (6, m,J en Hz) | (6, m,J en Hz) | (6, m, J en Hz)
6 6.21d2 6.20d 2.1 6.06 s 6.18d 2.1
8 6.40d 2 6.39d 2.1 6.25s 6.38d2.1
2’ 7.66 d 2.1 7.66 d 2.4 7.47d2 7.52d1.8
5 6.87 d 8.5 6.87 d 8.4 6.78 d 8 6.83d9
6 7.62 dd 8.5, 2.1 7.62dd 8.4,2.4 | 7.54dd 8,2 7.54dd 9, 1.8
17 510d 7.7 5.10d 7.2 5.26d8 534d7.2
27 3.46 dd 8.9, 7.7 3.20-3.80 m 3.01-3.30 m 3.00-3.50 m
3 3.40t8.9 3.20-3.80 m 3.01-3.30 m 3.00-3.50 m
4" 3.26 t 8.9 3.20-3.80 m 3.01-3.30 m 3.00-3.50 m
57| 3.32ddd 8.9, 6.1, 3.20-3.80 m 3.01-3.30 m 3.00-3.50 m
6" 3.80dd 11, 1.2 3.80 da 10.2 3.70 dd 12 3.69d 10
6" 3.38dd 11, 6.1 3.20-3.80 m 3.35dd 12, 6 3.28 m
17 4.51d1.5 4.51d1.8 4.40 br. s, 4.37 s
27| 3.62dd34,15 |3.62dd3.5,1.5| 3.01-3.30 m 3.00-3.50 m
37| 3.53,dd 9.6, 3.4 3.20-3.80 m 3.01-3.30 m 3.00-3.50 m
47" 3.27t9.6 3.20-3.80 m 3.01-3.30 m 3.00-3.50 m
57|  3.44dc9.6, 6.2 3.20-3.80 m 3.01-3.30 m 3.00-3.50 m
6" 1.11d 6.2 1.11d 6.3 1.00d 6 0.98 d 6.3

? Determinado en CD;OD

® Determinado en DMSO-dg
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Tabla 5. Tabla comparativa entre los datos espectroscopicos de '>°C RMN de la Rutina
y el compuesto IV.

130 RUTINA™>® v? RUTINA™® v°
(%) () () ()
2 158.5 158.5 156.7 156.6
3 135.6 135.6 133.3 1333
4 179.4 179.4 177.4 177.4
5 163.0 163.0 161.2 161.2
6 99.9 100.0 99.0 98.7
7 166.0 166.1 164.1 164.1
8 94.9 94.9 93.7 93.6
9 159.3 159.4 156.4 156.4
10 105.7 105.6 104.0 103.9
1 123.1 123.1 121.7 121.6
2 117.7 117.7 1153 115.2
3 145.8 145.8 144.7 144.7
4 149.8 149.8 148.3 148.4
5 116.1 116.1 116.4 116.2
6 123.6 123.6 121.2 121.2
1 104.7 104.7 101.3 101.2
2 75.7 75.7 74.1 74.1
3 78.2 78.2 76.4 76.4
4 71.4 71.4 70.0 70.4
5 77.2 77.2 75.8 75.9
6 68.6 68.6 67.0 67.0
1 102.4 102.4 100.7 100.7
2 72.1 72.1 70.4 70.5
3 72.3 72.2 70.0 70.0
4 73.9 73.9 71.9 71.8
5 69.7 69.7 70.0 68.2
6 17.9 17.9 17.7 17.7

? Determinado en CD;OD ® Determinado en DMSO-d¢
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Sin embargo, debido a que en el espectro de RMN 'H (espectro 10) del compuesto IV las
sefales del disacarido aparecen sobrepuestas, no se pudieron asignar con certeza, por lo
que existia cierta duda en cuanto a su naturaleza. Por lo anterior, se decidié obtener un
derivado del compuesto IV que permitiera observar con mayor claridad las sefales de los
carbohidratos en los espectros de RMN. En consecuencia el compuesto IV fue acetilado y
de la reaccidn se aislaron dos productos V 'y VI.

El espectro de masas del producto V presenta un ion pseudomolecular de m/z 1031
[M+H'] que concuerda con la férmula molecular C47Hs0O5. El espectro de IR muestra
bandas en 1646 (cetona) y 1242 (éter) cm’™ y una banda ancha en 1754 cm” que
corresponde a los carbonilos de los acetatos formados. En el espectro de RMN 'H
(espectro 12) se observan sefales para diez metilos de acetato entre 6 1.94 y 6 2.44 (tabla
6). Las senales de los protones aromaticos aparecen desplazadas a campo bajo respecto a
las del compuesto original, lo mismo que las de los protones de los aztcares. Asi, el proton
anomérico de la glucosa aparece como un doblete en 6 5.43 (J= 8 Hz). Su constante de
acoplamiento indica una relacioén axial-axial con H-2"" (6 5.17, dd, J= 9.5, 8 Hz). En el
espectro COSY (espectro 13) se observa que la sefial de H-2"" correlaciona con el triplete
de H-3"" en 6 5.28 (J= 9.5 Hz) que a su vez correlaciona con H-4"" (5 4.94, t, J= 9.5 Hz),
éste con H-5"" (6 3.57, ddd, J=9.5, 5.5, 3.5 Hz) y esta tltima sefial con dos sefales, doble
de doble en o 3.53 (J=11, 3.5 Hz) y 3.27 (J= 11, 5.5 Hz), que se atribuyen a H-6a"" y
H-6b"’". Las sefiales de los carbonos C-1""-C-6"" se localizaron por medio del espectro

HSQC (espectro 14) y se muestran en la tabla 6.
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En el espectro HMBC (espectro 15), el protéon anomérico de la glucosa (H-17)
correlaciona con C-3, mientras que C-6"" correlaciona con el proton anomérico de la
ramnosa, cuyas sefiales en el espectro de RMN 'H se asignaron (tabla 6) por las
correlaciones observadas en el espectro COSY. Con lo anterior se confirma que el
disacarido presente en el compuesto IV es rutinosa y que el compuesto IV es rutina, por lo

tanto, la estructura del producto V corresponde a la decaacetilrutina.

OAc

OAc

AcO

OAc o) OAc 1
CH3 1 rrr

OAC
OAc OAc

Decaacetilrutina (V)

Los espectros de RMN 'H (espectro 16) y *C (espectro 17) del producto VI, muestran
sefales para nueve grupos acetato. El espectro de masas presenta un ion pseudomolecular
de m/z 989 [M+H"] que concuerda con la férmula molecular C45H430,5. Lo anterior indica
que existe un hidroxilo de la rutina sin acetilar. Al comparar los desplazamientos quimicos
de '"H y C del compuesto V con los del VI, se observa que los correspondientes a los
anillos B, C y el disacarido son similares, por lo que se propone que la diferencia est4 en el

anillo A.
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En el espectro de RMN "C del compuesto VI se observa que el desplazamiento de C-5 es
semejante al que presenta el mismo carbono del compuesto V, es decir, el hidroxilo en C-5
se encuentra acetilado. Con lo anterior, resulta evidente que el hidroxilo que no esta
acetilado es el de C-7. En apoyo de esta hipotesis se observo que las sefiales de C-6
(0 108.9) y C-8 (6 101.4) de VI, aparecen a campo mas alto, respecto a las que presentan
C-6 (6 113.4) y C-8 (8 109.0) en el compuesto V. Ademas, la sefial de C-7 del compuesto
VI se encuentra a campo mas bajo (6 160.6) que la del mismo carbono en V (8 153.9). Por

lo anterior se propone la siguiente estructura para el compuesto VI.

OAcC

OAc

(@]
(@]
OAcC o OAC 17
CH
3 I oac
OAC
OAc OAc

Nonaacetilrutina (VI)
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Tabla 6. Datos espectroscopicos de 'H y °C de RMN de los compuestos V y VL.

e V' vI' - Ve VI
©) ®) 3, m,JenHz) | (5, m,J en Hz)
2 154.6 154.0
3 136.9 136.6
4 171.9 172.0
5 150.5 150.7
6 113.4 108.9 6 6.83 d 2.0 6.51d24
7 153.9 160.6
8 109.0 101.4 8 731d2.0 6.73d2.4
9 156.6 157.7
10 115.1 111.2
% 128.6 128.9
% 124.7 124.6 > 7.90d 2.0 788 d, 2.1
3 141.8 141.7
4 144.1 143.9
5 1234 1233 5 734d85 731d9.0
6 127.2 127.1 6 7.95dd 8.5,2.0 | 7.89 dd 9.0, 2.1
1 99.6 99.8 1" 543 d 8.0 536d7.5
2 1.4 1.5 2 517dd9.5,8.0 | 517dd9.6,7.8
37 2.6 72.6 37 528t9.5 527t9.6
4 69.5 69.5 4 494195 4.92t9.6
5 5 357ddd 9.5, | 3.57 ddd 9.6,
E s s 2 5.5,3.5 6.0,3.3
B 6 353dd 11,35 | 3.51dd 11.4,3.3
6 67.0 67.1 6 325dd 11,55 | 3.25dd 11.4, 6.0
17 97.8 97.8 17 4.51 brs 4.52 brs
2 69.4 69.5 2 5.09d35 511d33
37 69.0 69.1 37 | 5.08dd 95,35 | 5.08dd9.9,3.3
4 70.9 71.0 4 494195 4.95t9.9
57 66.3 66.3 57 | 364dc95,65 | 3.66m6.3
6 17.2 17.1 6" 1.06d 6.5 1.14d 6.3
5-0Ac | 169.2,21.0 | 169.5,21.1 | 5-OAc 2.44s 242
7-0Ac | 167.8,21.1 7-0Ac 2335
3-OAc | 168.0,20.6 | 168.2,20.6 | 3-OAc 234s 2.35
4-OAc | 167.7,20.6 | 167.8,20.6 | 4-OAc 2.30's 2.30
27-0Ac | 169.8,20.8 | 170.0,20.8 | 2 -OAc 2145 2.15
37-0Ac | 170.1,20.6 | 170.1,20.6 | 3 -OAc 2.02 2.03
47-OAc | 169.5,20.6 | 169.6,20.6 | 4 -OAc 2.02s 2.03
277-OAc | 169.8,20.8 | 169.8,20.8 | 2" -OAc 2.08 5 211
37-OAc | 169.7,20.6 | 169.7,20.6 | 3" -OAc 1.94s 1.94
47-0Ac | 170.0,20.7 | 170.1,20.6 | 4 -OAc 1.94 5 1.97

? Determinado en CDCls
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CONCLUSIONES

El estudio quimico del extracto organico de las partes aéreas de Physalis
orizabae L. dio como resultado el aislamiento de orizabdlida, que es un nuevo
withaesteroide del tipo de las withandlidas. Se aisldé también la mezcla de los
esteroles P-sitosterol y estigmasterol, asi como el flavonoide rutina. Los tres

ultimos compuestos son de amplia distribucion en la naturaleza.

Los resultados del presente estudio son congruentes con los de trabajos previos
de otras especies de Physalis, que han mostrado que los withaesteroides son los
metabolitos secundarios mas comunes del género y que la presencia de
flavonoides, especialmente flavonoides glicosilados, es frecuente en estas

plantas.
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ESPECTRO No. 1 Espectro de masas de orizabdlida (IIT) obtenido
por la técnica de electrospray.
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ESPECTRO No. 2 Espectro Infrarrojo (pastilla) de orizabolida (I1I).
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ESPECTRO No. 3 Espectro de RMN "*C de orizabolida (IIT)
(Determinado en Me,CO-dg).
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ESPECTRO No. 4 Espectro DEPT de orizabolida (III).
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ESPECTRO No. 5 Espectro de RMN 'H de orizabolida (III).
(Determinado en Me,CO-dg)
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ESPECTRO No. 6 Espectro COSY de orizabdlida (I1I).
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ESPECTRO No. 7 Espectro HSQC de orizabolida (III).
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ESPECTRO No. 8 Espectro HMBC de orizabolida (III).



70

OH

OH
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ESPECTRO No. 9 Espectro de infrarrojo de rutina (IV).
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ESPECTRO No. 10 Espectro RMN 'H de rutina (IV)
(determinado en CD;OD).
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ESPECTRO No. 11 Espectro de RMN "°C de rutina (IV)
(determinado en CDs;OD).
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ESPECTRO No. 12 Espectro de RMN 'H de rutina decacetilada (V)
73 (determinado en CDCls).
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ESPECTRO No. 13. Espectro COSY de rutina decacetilada (V).



75

ESPECTRO No. 14. Espectro HSQC de rutina decacetilada (V).
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ESPECTRO No. 15. Experimento HMBC de rutina decacetilada (V).
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ESPECTRO No. 16. Espectro de RMN 'H de rutina nonacetilada (VI).
(Determinado en CDCl3)
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ESPECTRO No. 17. Espectro de RMN '*C de rutina nonacetilada (VI)
78 (determinado en CDCl;).
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