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°C grado Celsius
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Enhancement by Polariation Transfer)
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Correlation).
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RESUMEN

La especie vegetal Euphorbia tanquahuete es usada en la medicina popular en algunas partes
de México principalmente para el tratamiento de fracturas dseas, y esta es la primera ocasion
en que se informa la estructura de los metabolitos secundarios presentes en las hojas En este
estudio se aislaron y caracterizaron escualeno, 1-octacosanol, eufol, lupeol, cicloeucalenol,
eufa-8,23-dien-3f3,25-diol, 25,26,27-trisnor-3p-hidroxyeufan-24-al y -sitosterol. Esta es la
primera ocasion en que se informa al 25,26,27-trisnor-33-hidroxyeufan-24-al como producto
natural. El eufol es el principal constituyente quimico del latex. Las actividades
antiproliferativa (frente a algunas lineas celulares cancerosas) y antiinflamatoria del eufol y
de los extractos de hojas, ramas y latex fueron evaluadas. Tanto el extracto acetonico de las
ramas como el cloroférmico del latex mostraron actividad antiinflamatoria notoria. Los
extractos organicos de las ramas mostraron actividad citotoxica. Las propiedades biologicas
del eufol evaluadas en el presente trabajo indican que este constituyente no es el unico
responsable de las bioactividades observadas en los extractos. El perfil quimico encontrado

para esta especie es consistente con la quimiotaxonomia del género Euphorbia.

ABSTRACT

The plant species Euphorbia tanquahuete is used in folk medicine in some parts of Mexico
mainly for the treatment of bone fractures and this is the first time that the structure of the
secondary metabolites isolated from the leaves is informed. In this study were isolated and
characterized squalene, 1-octacosanol, euphol, lupeol, cycloeucalenol, eupha-8,23-diene-
3pB,25-diol, 25,26,27-trisnor-33-hydroxyeuphan-24-al and B-sitosterol. This is the first time
that 25,26,27-trisnor-33-hydroxyeuphan-24-al is informed as natural product. Euphol was
the main chemical constituent from the latex. The antiproliferative (against sole cancer cell
lines) and anti-inflammatory activities of euphol and the organic extracts of leaves, branches
and latex were evaluated. Both the acetonic extract from the branches and the chloroformic
extract from the latex displayed significative anti-inflammatory activity. The organic extracts
from the branches showed antiproliferative activity. The biological properties of euphol
evaluated in the present work indicated that this constituent is not the only responsible for
the observed bioactivities of the extracts. The chemical profile found for this species is

consistent with the chemotaxonomy of the genus Euphorbia.
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1. INTRODUCCION

Desde que se tiene registro, las plantas han sido empleadas por el ser humano como fuente
de alimento, herramientas, pigmentos, materias primas, pero ademas como fuente de
remedios para padecimientos que han acompafiado al ser humano desde tiempos remotos.
Aunque no se sabe con certeza en qué momento los humanos comenzaron a usar plantas con
fines medicinales, hay evidencia reciente que sugiere que el Homo neanderthalensis, especie
de hominido que lleg6 a convivir con el ser humano, ya hacia uso medicinal de plantas hace
mas de 40,000 afios.' ™

A lo largo de la historia distintas culturas alrededor del mundo han registrado el uso de plantas
con fines terapéuticos. Los registros mds antiguos se remontan al afio 2600 a. C., en tablillas
de arcilla encontradas en Mesopotamia donde se menciona el uso de varias plantas, entre
ellas Papaver somniferum, planta de la cual Friedrich Setiirner aislé la morfina, un alcaloide
que junto con sus derivados hoy tienen un uso importante como analgésicos.

La cultura egipcia cuenta con registros farmacéuticos en el Papiro de Ebers, que data del afio
1500 a. C.; en este documento se reporta el uso de alrededor de 700 preparaciones
medicinales, la gran mayoria a base de plantas. En la antigua Grecia hubo también registro
del uso de plantas con fines medicinales, por parte de personajes como el filosofo y
naturalista Teofrasto alrededor del afio 300 a. C., o Dioscdrides, quien hizo una extensa
recopilacion del uso medicinal de plantas. Quiza el ejemplo mas representativo en la cultura
griega sea el uso de la corteza del sauce (Salix alba) para tratar la fiebre. Hoy se sabe que la
corteza de este arbol contiene salicina, compuesto que fue la inspiracion para la sintesis del
acido acetilsalicilico.

Por otra parte, las culturas de la América prehispénica hicieron amplio uso de las especies
vegetales que tenian a su alcance, tal es el caso de las hojas del arbusto de la coca
(Erythroxylon coca) usado en América del Sur en la region de los Andes como estimulante.
Mas tarde en la historia de América, la corteza del arbol de la quina (Cinchona spp.) fue un
remedio muy apreciado en Europa y el resto del mundo como tratamiento para la malaria, un

padecimiento que ha afectado al ser humano desde tiempos remotos.
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En la actualidad el descubrimiento de sustancias con actividad farmacologica importante
continua. Farmacos como el paclitaxel aislado del arbol Taxus brevifolia, o la artemisinina
aislada de Artemisia annua, tienen actividad destacada como tratamiento para el cancer y
contra cepas resistentes de malaria, respectivamente.

Es importante hacer notar que el descubrimiento de los principios activos presentes en plantas
con uso medicinal ha llevado al desarrollo de nuevos fAirmacos, que poseen mayor eficacia
y/o menos efectos secundarios. Como ejemplos pueden mencionarse los siguientes. A partir
de la morfina aislada del opio se han desarrollado otros farmacos como la oxicodona y la
heroina, ademas de medicamentos cuya estructura fue inspirada en la morfina como el
fentanilo o el dextrometorfano. En el caso de la quinina, aislada de la corteza del arbol de la
quina, sirvié de base para el desarrollo de los antimalaricos mefloquina y cloroquina. La
efedrina aislada del arbusto Ephedra sinica, de uso ancestral en China, fue inspiracion para
farmacos como la pseudo-efedrina, el salbutamol y otros.

La busqueda de nuevos productos naturales con actividad farmacoldgica continta siendo
importante, prueba de ello es el hecho de que un buen porcentaje de nuevos compuestos
activos son productos naturales, o derivados sintetizados a partir de un producto natural, o en
su caso, compuestos sintetizados que imitan la estructura molecular de un producto natural.
Numéricamente, se sabe que en el periodo 1981 — 2002, cerca del 70 % de los agentes
antiinfecciosos (antivirales, antibacterianos, antifingicos), y 64 % en el caso de fairmacos
para el tratamiento del cancer, son derivados de, o inspirados en productos naturales.*>

Asi, la linea de investigacion referente a la investigacion de los constituyentes quimicos
presentes en la naturaleza, es particularmente relevante en los paises poseedores de
biodiversidad como México. Siguiendo el tipo de investigacion que ha llevado al
descubrimiento de compuestos con actividad bioldgica en fuentes naturales, en este trabajo
se realizd el aislamiento y caracterizacion de los constituyentes quimicos presentes en las
partes aéreas de la especie vegetal Euphorbia tanquahuete Sessé & Moc. Se sabe que esta
especie tiene uso medicinal tradicional principalmente para tratar fracturas 6seas,’ por lo que

se justifica el estudio de los constituyentes quimicos presentes en esta planta.

12



2. ANTECEDENTES

2.1 Género Euphorbia

Dentro de la familia Euphorbiaceae se encuentra el género Euphorbia que es uno de los mas
grandes del reino vegetal con mas de 2000 especies registradas. Incluye plantas con
morfologia muy variada, arboles, hierbas, arbustos, e incluso suculentas que parecen
pertenecer a la familia Cactaceae.

Una caracteristica de este género es la produccion de latex debido a que posee células
laticiferas. El contenido de triterpenoides en el latex ha demostrado tener valor diagndstico
en la clasificacion taxonomica de las especies de Euphorbia, debido a que distintos
especimenes colectados en distintos lugares y bajo distintas condiciones, presentan un perfil

triterpénico relativamente invariable para un taxén determinado.’

2.2 Uso medicinal tradicional de algunas plantas del género Euphorbia

Las plantas del género Euphorbia tienen reportado usos medicinales en varias partes del
mundo, principalmente en Asia. Tal es la importancia medicinal de algunas plantas de este
género que cinco especies usadas para tratar edemas, gonorrea, migrafia y verrugas, tienen
un registro oficial de su uso en la farmacopea china: E. pekinensis, E. kansui, E. lathyris, E.
humifusa, y E. maculata.?

En México se sabe del uso medicinal tradicional de algunas especies del género Euphorbia,
como es el caso de E. hirta, E. macropus, E. pulcherrima, E. prostrata y E. umbellulata en
el estado de Morelos.® El libro “Plantas Medicinales del Herbario IMSS” incluye ademaés
otras doce especies de Euphorbia: E. angusta, E. anychioides, E. dentata, E. furcillata, E.
heterophylla, E. lathyris, E. laticifolia, E. leucocephala, E. maculata, E. pulcherrima, E.
schlechtendalii, E. serpens y E. thymifolia.’ Esta informacién muestra la importancia de este
grupo de plantas en la medicina tradicional.

Aun con el aprecio que tienen estas especies por su uso tradicional, es pertinente subrayar
que varias carecen de estudios quimicos. Para el caso de E. hirta existen estudios que

corroboran su actividad antibidtica y antiinflamatoria.'”
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2.3 Compuestos aislados de plantas del género Euphorbia

Se han realizado varios estudios de los constituyentes quimicos a plantas del género
Euphorbia, lo que ha llevado al descubrimiento de numerosos compuestos. Estos pueden
agruparse en sesquiterpenos, diterpenos, triterpenos y flavonoides, entre otros.

En el caso de los sesquiterpenoides, se han aislado el eufanginol (1), ciclocariofila-4-en-8-ol
(2), 4B,5a-epoxy-4,5-dihidrocariofilen-14-ol (3) y clovandiol (4) de E. wangii.'! Mientras
que de E. resinifera se aislaron los sesquiterpenoides euforbidsidos A (5) y B (6).!2 La Figura

1 muestra la estructura molecular de los compuestos 1 — 6.

Figura 1. Sesquiterpenoides aislados de E. wangii y E. resinifera.

Los diterpenos son los compuestos que han sido aislados con mayor frecuencia de especies
del género Euphorbia. Hasta 2008 habian sido aislados mas de 650 diterpenoides de plantas
de este grupo.' En el periodo de 2008 a 2012 fueron aislados mdis de 200 nuevos
diterpenoides de estas plantas.!* Entre los esqueletos de diterpenos aislados de Euphorbia se
encuentran los de rosano, abietano, atisano, kaurano, casbano, jatrofano, latirano, mirsinano,

premirsinano, ciclomirsinano, pepluano, dafnano, ligliano, ingenano (Figura 2).
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Figura 2. Tipos de esqueletos diterpénicos aislados de plantas del género Euphorbia.

La Tabla 1 es una adaptacion de la publicada por Vasas y colaboradores'*, la cual resume

algunas especies de Euphorbia a partir de las cuales se han aislado distintos esqueletos

diterpénicos.

Tabla 1. Esqueletos diterpénicos aislados de distintas especies del género Euphorbia.

Tipo de esqueleto

Especies

Rosano

E. ebracteolata

ent-abietano

. fischeriana
. formosana
. guyoniana
. nerifolia

retusa

ent-kaurano

. fisheriana

hirta

. nerifolia

casbano

. pekinensis

jatrofano

bungei

. dendroides
. esula
. guyoniana
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. helioscopia
. kansui
peplus

. sororia

. tuckeyana

. aellenii
bungei

. helioscopia
. kansuensis
lactea
lagascae
lathyris

. laurifolia

. micractina
. nerifolia

. prolifera
royleana

. aellenii

. falcata

. macroclada
. prolifera

. aelleni

. cornigera

. fischeriana
. grandicornis
. macroclada
. caducifolia
. cornigera
esula
kansui

. laurifolia

. splendida

latirano

mirsinano

tigliano

ingenano

Entre los diterpenos aislados de euforbias puede destacarse el mebutato de ingenilo (7),
aislado de E. peplus. Este compuesto fue aprobado en el 2012 por la oficina de
Administracion de Alimentos y Drogas (FDA, por sus siglas en inglés) como tratamiento
para la queratosis actinica. De igual forma puede destacarse el compuesto resiniferatoxina
(8), aislado de E. resinifera, que tiene potencial como analgésico de larga duracion y
actualmente se encuentra en fases Il y III de pruebas clinicas.!” De E. terracina han sido
aislados siete nuevos diterpenos: las terracindlidas A — G.'!7 En la Figura 3.se muestran las

estructuras moleculares de los compuestos 7 y 8, y de la terracindlida A (9).
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Figura 3. Estructuras moleculares de mebutato de ingenilo (7), resiniferatoxina (8) y
terracinolida A (9).

2.4 Triterpenoides aislados del género Euphorbia

Se han aislado triterpenoides tetraciclicos y pentaciclicos de plantas de este género. Entre los
triterpenoides mas destacados se encuentran el antiquol B (10) aislado de E. antiquorum,
compuesto con un esqueleto poco usual de abeo-eufano, en el cual el metilo que en el
esqueleto de eufano se encuentra en posicion 10, se ubica en la posicion 9.'8

Cabe mencionar también los derivados tipo nor de triterpenos, reportados por primera vez en
este género aislados de E. portlandica como son 27-nor-3B-hidroxicicloartan-25-ona (11),
(22E)-25,26,27-trisnor-3B-hidroxicicloartan-22-en-24-al ~ (12) 'y 25,26,27-trisnor-3p3-
hidroxicicloartan-24-al (13)'? (ver Figura 4).

El extracto hexanico de E. hirta posee actividad antiinflamatoria y de ¢l han sido aislados los
compuestos B-amirina (14), B-sitosterol (15) y 24-metilencicloartenol (16), cuya estructura

se aprecia en la Figura 5. Estos compuestos poseen actividad antiinflamatoria significativa.!”

“,

Figura 4. Estructura molecular de los compuestos antiquol B (10), 27-nor-3f3-
hidroxicicloartan-25-ona (11), (22E)-25,26,27-trisnor-3B-hidroxicicloartan-22-en-24-al
(12) y 25,26,27-trisnor-3-hidroxicicloartan-24-al (13).
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Del latéx de E. esula y E. uralensis se determin6 por cromatografia de gas-liquido (CGL) la
presencia de los triterpenoides 24-metilencicloartenol (16), cicloartenol (17) y eufol (18)
(Figura 5), ademas de otros cuatro triterpenoides no identificados. Cabe mencionar que la
CGL permiti6 determinar que el perfil cromatografico era invariable para una especie
determinada aun con muestras de distintas poblaciones que crecieron bajo condiciones
distintas, lo que permiti6 determinar la utilidad taxondémica del perfil cromatografico del

latex.”

Figura 5. Estructuras moleculares de los compuestos B-amirina (14), B-sitosterol (15), 24-
metilencicloartenol (16), cicloartenol (17), y eufol (18).

En particular, el compuesto 16 es un triterpenoide presente en varias plantas de este género,
pues ademds de E. esula, E. hirtay E. uralensis, ha sido aislado de E. clementei?, E. peplus?!,

E. myrsinites??, E. aleppica®’, E. portlandica'’, E. segetalis** y E. pubescens?.

2.5 Esquema biosintético de los triterpenoides aislados de Euphorbia
Los triterpenos con esqueleto de eufano fueron aislados inicialmente de plantas del género
Euphorbia, de donde proviene el nombre de dicho esqueleto. La biosintesis del eufol es

similar a la del lanosterol, a partir de 6xido de escualeno. La diferencia se encuentra en el
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tipo de plegamiento que toma el 6xido de escualeno favorecido por diferentes ciclasas:
mientras que en la biosintesis del esqueleto de lanostano el 6xido de escualeno toma una
conformacion de tipo silla-bote-silla-bote, en la biosintesis del esqueleto de tipo eufano la
conformacion adoptada es silla-silla-silla-bote. Esta ciclizacion conduce en el caso del
lanostano a la formacion del cation protosterilo, mientras que para el eufano al catién
damarenilo. El cation damarenilo sufre una secuencia de migraciones de hidrégeno y de
metilos que llevan finalmente a la pérdida del protdn en la posicion 9 para formar la olefina

tetrasustituida del esqueleto de eufano (Esquema 1). Resulta evidente que el eufol es un

diasteromero del lanosterol.

e Jp— mw
|

silla bote silla bote

=

HO &5

cation protosterilo

lanosterol
esqueleto de lanostano

HO

H //_\ i 5
o) —
%Lw

silla silla silla bote

eufol

HO esqueleto tipo eufano

Esquema 1. Biosintesis de lanosterol y eufol a partir de 6xido de escualeno.

En las plantas, el cicloartenol es el intermediario biosintético del colesterol y otros esteroles.

La biosintesis del cicloartenol es idéntica a la del lanosterol con el cation protosterilo como
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intermediario, difiriendo en que en el cicloartenol no hay pérdida del hidrogeno H-9, sino
que hay formacion de un anillo de ciclopropilo generado por pérdida de hidrogeno y ataque

del metilo 19 al carbocation formado en 9 por migracion de hidrogeno (Esquema 2).

cation protosterilo
H

o e
DT

cicloartenol

Esquema 2. Biosintesis de cicloartenol desde el cation protosterilo.

Por ejemplo, la biosintesis del cicloeucalenol, esterol aislado de E. clementei, involucra la
pérdida de un metilo en C-4 del esqueleto de cicloartano, asi como la adicion del metileno

vinilico en C-24, como se ilustra en el siguiente esquema biosintético:

' — T
-co,
77 ko RS RS

NADPH

/

Esquema 3. Pérdida de uno de los metilos en C-4 para generar el esqueleto de cicloartano.

La literatura reporta que es el metilo con orientacion alfa el que sufre una oxidacion hasta
acido carboxilico, posteriormente el hidroxilo de la posicién 3 es oxidado a la cetona
correspondiente formandose asi un B-cetoacido que permite la descarboxilacion, perdiéndose

de esta forma el metilo. El enol que se genera en este proceso se equilibra por tautomeria
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ceto-enolica dejando al metilo (que inicialmente estaba en orientacion beta), en la orientacioén
alfa (mas estable, Esquema 3). La cetona es reducida al alcohol, y es sabido que este proceso
estd mediado por el complejo enzimatico esterol 4a-metil oxidasa.

La introduccion del metileno vinilico de la posicion 24 de la cadena lateral estd mediada por

las transformaciones biosintéticas que se muestran en el Esquema 4.

/
Me— S\@ H
1, X ¢ 1, & 1,
~A
I/\/Y [EE— XL o _ = i

HO cicloeucalenol

Esquema 4. Introduccion del metileno vinilico en la posicion 24 en la biosintesis de cicloeucalenol.

La olefina trisustituida de la cadena lateral es metilada por S-adenosil metionina (SAM) en
la posicion 24 formando un carbocation terciario en la posicion 25, lo que facilita una
migracion de hidrogeno de 24 a 25 y una subsecuente pérdida de hidrogeno que finalmente

genera al cicloeucalenol con el metileno vinilico en 24 (Esquema 4).

2.6 Euphorbia tanquahuete
Euphorbia tanquahuete Sessé & Moc., es el nombre cientifico aceptado para la planta
conocida cominmente como pegahueso, palo amarillo, palo de oro, etc. Es una especie

endémica de México perteneciente a la familia

waw  de las euforbiaceas. Otros sinénimos son E.
elastica Altam. & Rose; E. fulva Stapf;
Euphorbiodendron fulvum (Stapf) Millsp. 2 Es
un arbol distribuido hacia la zona centro-sur

del pais, con reportes de su presencia en Estado

Querétaro y Zacatecas.
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Se ha reportado que el latex que produce esta especie se emplea en la
medicina tradicional principalmente en el tratamiento de fracturas
6seas.?73% También se reporta su uso para tratar “frios” y torceduras.
En el estado de Guerrero se sabe que las parteras utilizan el latex de esta
planta para “sacar el frio de la cadera” después del parto.?®

Un estudio preliminar del latex de E. tanquahuete reporta al 3-sitosterol
y lupeol como constituyentes quimicos de este material.*® No existen

reportes de estudios quimicos de otras partes de esta especie.
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3. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

3.1 Justificacion

Euphorbia tanquahuete es empleada tradicionalmente en algunas entidades mexicanas para
el tratamiento de fracturas 6seas. El uso medicinal que se le atribuye a esta planta justifica su
estudio quimico, con el fin de aislar y caracterizar estructuralmente a los metabolitos
secundarios. Una vez determinada la estructura molecular, es posible evaluar ciertas
propiedades bioldgicas (por ejemplo, anti-inflamatoria o analgésica) que eventualmente
puedan correlacionarse con el uso tradicional.

A la fecha solo existe un estudio preliminar de E. tanquahuete, que esta limitado al latex que
produce esta planta y en el cual solo fueron aislados dos compuestos, lupeol y B-sitosterol.
Esto justifica la realizacion de estudios adicionales de otras partes de la planta, como partes
aéreas (hojas y ramas), con el fin de conocer la estructura molecular de los constituyentes
quimicos presentes.

Por otro lado, el estudio de este vegetal tiene interés desde el punto de vista
quimiotaxondmico, puesto que los antecedentes que existen para las plantas pertenecientes a
la familia Euphorbiaceae, y especificamente del género Euphorbia, muestran que las plantas
de este género tienen una amplia diversidad de compuestos que pueden ayudar a la

clasificacion taxondmica.

3.2 Objetivos generales
» Realizar el estudio quimico de las partes aéreas de la especie Euphorbia tanquahuete.
* Generar conocimiento cientifico acerca de los constituyentes quimicos presentes en

esta planta.

3.3 Objetivos especificos
= Aislar los constituyentes quimicos presentes en la especie Euphorbia tanquahuete.
= Compilar la informacion quimica y bioldgica de esta especie en particular y de
especies del género Euphorbia.
= (Caracterizar los compuestos aislados mediante el analisis de los datos obtenidos

mediante técnicas espectrométricas y espectroscopicas, y sus propiedades fisicas.
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Evaluar preliminarmente algunas propiedades biologicas de las substancias puras y
de los extractos, en particular, la actividad citotoxica y antiinflamatoria.
Contextualizar los resultados obtenidos en el &mbito de la investigacion en productos

naturales.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Compuestos aislados

Se aislaron ocho compuestos quimicos del extracto de hojas de E. tanquahuete. Mediante el
analisis de sus datos fisicos, espectroscopicos y espectrométricos estos se identificaron, en
orden de polaridad creciente, como escualeno (19), 1-octacosanol (20), eufol (18), lupeol
(21), cicloeucalenol (22), 25,26,27-trisnor-3-hidroxieufan-24-al (23), eufa-8,23-dien-3,25-
diol (24) y B-sitosterol (15). A continuacion se describird su determinacion estructural,

indicando la fraccion a partir de la cual fueron aislados.

Escualeno (19)

En las fracciones de menor polaridad del extracto (fraccion B) se detectd la presencia de una
mancha homogénea en CCF. La aplicacion de los procedimientos descritos en la parte
experimental llevé al aislamiento del compuesto 19, de acuerdo a las evidencias que se
describen a continuacion. El espectro de RMN de 'H (Figura 11, Anexo) presentd un
multiplete ancho en ou 5.11, que puede atribuirse a hidrégenos vinilicos. Presentd también
un multiplete ancho en dn 2.04, atribuible a metilenos. En 6u 1.68 se observo un singulete
atribuible a metilos vinilicos. En du 1.60 se observo otro singulete también atribuible a
metilos vinilicos. La integracion de estas cuatro sefiales mostré que tenian intensidades
relativas de 1, 3.33, 1 y 3, respectivamente. El espectro de RMN de '*C (Figura 12, Anexo)
presento 15 senales, un nimero de atomos de carbono multiplo de 5 sugiere que el compuesto
es un terpenoide. Seis de las 15 sefiales estdn en la region de carbonos sp? (8¢ 135.25, 135.04,
131.38,124.57, 124.46, 124.43) lo que indicaba la presencia de al menos tres enlaces dobles,
y sugiere que el multiplete en du 5.11 del espectro de 'H corresponde a por lo menos tres
hidrégenos vinilicos con mismo desplazamiento quimico, esto concordaba con la relacion de
intensidad 1:1 entre esta sefal y la de ou 1.68, atribuible a metilo. Esto llevo a asignar nuevas
intensidades relativas de 3, 9.99, 3, y 9, respectivamente. Estas intensidades relativas

sugerian la presencia de 25 hidrogenos en la estructura molecular del compuesto, atribuibles
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a tres hidrogenos vinilicos (0n 5.11), cinco metilenos (u 2.04), un metilo (ou 1.68) y tres
metilos con mismo desplazamiento (6u 1.60). Esto sugeria que el compuesto era una
poliolefina de 15 carbonos con varios metilos, sin embargo, el hecho de que tres hidrogenos
vinilicos tuvieran mismo desplazamiento quimico, asi como que tres metilos tuvieran
también mismo desplazamiento quimico, solo puede ser explicado con una molécula que
tenga simetria estructural. Adicionalmente, ninguna estructura con 15 atomos de carbono
puede poseer simultaneamente los tres enlaces dobles que sugiere el espectro de *C, cinco
metilenos y Unicamente cuatro metilos manteniendo simetria estructural. Se penso en la
posibilidad de que las 15 sefiales en el espectro de '>C se debian a 30 atomos de carbono
distribuidos en una molécula simétrica, lo que implica multiplicar por dos las intensidades
relativas, quedando en 6, 20, 6 y 18, atribuibles respectivamente a 6 hidrégenos vinilicos, 10
metilenos, 2 metilos con mismo desplazamiento, y 6 metilos con mismo desplazamiento. El
compuesto quimico que posee estas caracteristicas es el escualeno, un triterpenoide aciclico
cuyo numero de metilos, metilenos y enlaces dobles es concordante con los datos que
muestran los espectros de RMN 'H. Se corroboré la estructura propuesta para 19 por
comparacion de los datos obtenidos con los datos espectroscopicos reportados para el
escualeno.’! Dado que esta substancia es el precursor biogenético de los triterpenos, este
hallazgo sugiri6 la presencia de triterpenoides como metabolitos secundarios de esta especie

vegetal.

1-Octacosanol (20)
P SN N S S V. Vg N T

Al tener la fraccion H disuelta en mezcla de hexano/AcOEt, se observo la precipitacion de
un soélido incoloro que fue aislado por recristalizaciones sucesivas con mezcla de estos
mismos disolventes. En el espectro de RMN de 'H de este compuesto (Figura 13, Anexo) se
observo un triplete en on 3.63 caracteristico de un metileno unido a oxigeno, un multiplete
en on 1.56, atribuible a metilenos. Se observo también un singulete ancho y muy intenso en
on 1.26, que podia atribuirse a multiples metilenos con mismo desplazamiento quimico, lo
que indicaba que el compuesto poseia una cadena alifatica larga. En on 0.88 se observo otro
triplete que podia ser asignado a un metilo unido a metileno. Con base en esto, a la integral

de la sefial en on 0.88 se le asigno una intensidad relativa de 3, lo que dejo las intensidades
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relativas de los desplazamientos ou 3.63, 1.56 y 1.26 en 2, 3 y 50, respectivamente. El
espectro de IR mostro la sefial caracteristica de un grupo hidroxilo en 3263 cm™!. Estos datos
sugieren que el compuesto 20 es un alcohol lipidico, presumiblemente el 1-octacosanol
(C28Hs80) con base en el numero de hidrogenos observados en el espectro, principalmente
por los 50 hidrogenos de 25 metilenos en du 1.26. El espectro de RMN '3C (Figura 14,
Anexo) mostrd sefiales en ¢ 14.03, 22.68, 25.80, 29.35, 29.46, 29.63, una sefial muy intensa
en d¢ 29.70 de los 25 metilenos, y otra sefial para el carbono base de oxigeno en d¢ 63.12. El
espectro de masas mostro los iones en m/z 409 [M*-H] y 392 [M"-H20] que son consistentes

con la masa del 1-octacosanol (410 g mol™).

Eufol (18)

NG N
11 13 /
19 | > 27
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28 29
El analisis por CCF de la fraccion H indico la presencia de un compuesto aislable que se
reconocia como una mancha naranja al revelar con solucion de sulfato cérico amoniacal. Se
procedi a realizar un fraccionamiento secundario de esta muestra, lo que llevo al aislamiento
de un compuesto cuyo andlisis espectroscopico corresponde a la estructura 18 como se
discute a continuacion. La espectroscopia de IR mostro la sefial ancha caracteristica de un
estiramiento O-H de alcohol en 3312 cm™. La RMN de 'H (Figura 15, Anexo) muestra el
perfil de un triterpenoide, ya que la mayor parte de las sefiales se encuentran a campo alto.
En particular, fueron identificables la presencia de 8 sefales intensas en oy 0.75, 0.80, 0.85,
0.87, 0.95, 1.00, 1.60 y 1.68 asignables a 8 metilos; un doble de dobles de oximetino en ou
3.24; y un triplete de hidrégeno vinilico en ou 5.09.
Efectivamente, el espectro de RMN de '°C (Figura 16, Anexo) confirmé que se trataba de
un triterpeno al presentar 30 sefiales, confirmando también la presencia de un carbono unido
a oxigeno (8¢ 79.00) y revelando la presencia de cuatro carbonos con hibridacion sp? (8¢

134.01, 133.54, 130.86 y 125.20) que pueden atribuirse a dos enlaces dobles.
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Los experimentos de RMN DEPT-90 y DEPT-135 (Figura 17, Anexo) corroboran la
existencia de los 8 metilos evidenciados en el espectro de RMN de 'H, y revelan la presencia
de 10 metilenos, 5 metinos y 7 carbonos cuaternarios, a partir de lo cual se deduce la férmula
molecular C30Hs00O. Adicionalmente, estos experimentos determinaron que uno de los
enlaces dobles es tetrasustituido, mientras que el otro es trisustituido, lo que es concordante
con la presencia de solo un hidrogeno vinilico en el espectro de RMN de 'H.

El experimento HSQC (Figura 18, Anexo) permitio6 relacionar las sefales de metilo, la del
metino de la posicion 3, y la del hidrégeno vinilico del espectro de RMN de 'H con sus
sefiales correspondientes en el espectro de RMN de '°C.

Por otra parte, el espectro de HMBC (Figura 19, Anexo) permiti6 identificar la correlacion
entre el metino de la posicion 3 con los dos metilos de la posicion 4 soportados sobre un
carbono cuaternario. Esta evidencia concuerda con la presencia del anillo A de un triterpeno.
Por otra parte, se observo la correlacion de los dos metilos de la posicion 4 con el metino de
la posicion 5 que tendria un triterpeno, y a su vez la correlacion de este metino con un metilo
sobre carbono cuaternario, atribuible a un metilo en la posicion 19, caracteristico también de
triterpenos. Ademas, la correlacion de este metilo de la posicion 19 con un carbono
disustituido de olefina (8¢ 134.03) es evidencia de que uno de los enlaces dobles se encuentra
en el anillo B. Por otro lado, se observo la correlacion de los singuletes de metilos en on 1.68
y 1.60 con dos carbonos olefinicos en d¢c 130.86 y 125.20, este ultimo soportando al inico
hidrégeno vinilico que aparece como triplete en S 5.09 en el espectro de RMN de 'H, lo que
sugiere que ambos metilos son geminales sobre el carbono de d¢ 130.86. Estas correlaciones
determinaron por eliminacién que el carbono sp” restante con desplazamiento en §¢ 133.54,
es el que forma el enlace doble en el anillo B con el carbono de desplazamiento en dc 134.03
y que este enlace es endociclico. Por otra parte, dos metilos con desplazamientos en dn 0.75
y 0.88 correlacionan con los mismos dos carbonos cuaternarios, lo que sugiere que los
carbonos cuaternarios que los soportan estan separados por un enlace. Estas caracteristicas
son las de los metilos de las posiciones 13 y 14 en las se fusionan los anillos C y D en un
triterpeno tetraciclico. Adicionalmente, inicamente el metilo de du 0.88 correlaciona con el
carbono olefinico de 6c 133.54, lo que apoya la hipdtesis de que este metilo se encuentra en
la fusion de los anillos C y D, cerca del enlace doble endociclico del anillo B. Estas

correlaciones se representan de forma grafica en la Figura 6. Las evidencias son consistentes
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con el triterpeno tetraciclico denominado eufol. La espectrometria de masas de impacto
electronico confirmo la féormula C3oHsoO al mostrar el ion molecular en m/z 426. Los
triterpenos con esqueleto de eufano como el eufol, son comunes en plantas del género
Euphorbia, y la comparacion de los datos obtenidos con datos espectroscopicos reportados
para el eufol confirman que se trata del mismo compuesto.*?>* La espectrometria de masas

de impacto electronico confirmo la formula C3oHsoO al mostrar el ion molecular en m/z 426.
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Figura 6. Correlaciones en el HMBC del eufol.

Lupeol (21)

Durante el fraccionamiento secundario de la fraccion H, se detectd otro compuesto con Rf
muy similar al del eufol. Esto se notd en primera instancia debido al color distinto que
adquirian las manchas traslapadas en CCF después de unos minutos de revelar con solucion
de sulfato cérico amoniacal. Tanto el compuesto 18 (eufol) como el compuesto 21 (lupeol)
revelan de color naranja inicialmente. Al transcurrir unos minutos la parte de la mancha
correspondiente a 18 se torna gris/café, mientras que la del compuesto 21 adquiere una
coloracién rosa/morado intenso. El analisis del espectro de RMN 'H corrobord la presencia
de una mezcla 18/21 en una proporcion aproximada de 3:1. Mediante cromatoplaca analitica

semipreparativa (eluida 4 veces con mezcla hexano/AcOEt 9:1) se logré el aislamiento del
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compuesto 21 en cantidad apropiada para obtener su espectro de RMN 'H. Este espectro tenia
el perfil caracteristico de un triterpeno con varias sefales en campo alto (Figura 20, Anexo).
Destacaron dos sefiales en la region de hidrogenos vinilicos en ou 4.69 y 4.57 cuyas
intensidades relativas guardaban una relacion 1:1. La diferencia en Hz entre ambas sefiales
es demasiado grande (36 Hz) como para ser la constante de acomplamiento de un doblete,
por lo que se consideraron como dos singuletes atribuibles a un hidrégeno cada uno. En dn
3.19 se observo un doble de dobles, cuya intensidad relativa también guardaba una relacion
1:1 con los singuletes mencionados antes, por lo que es atribuible al oximetino de la posicion
3 caracteristico de un triterpeno. En on 2.38 se observo un doble de triple cuya intensidad
relativa también guardaba una relacion 1:1 con los singuletes vinilicos. Se observaron 5
singuletes intensos atribuibles a metilos debido a que guardaban una relacion 1:3 con los
singuletes de la region de vinilicos, ademdas de un singulete muy intenso en oy 0.97 que
guardaba una relacion 1:6 con los singuletes vinilicos, por lo que es atribuible a dos metilos
con mismo desplazamiento quimico.

El espectro de RMN de '°C (Figura 21, Anexo) mostré 29 sefiales (dos sefiales traslapadas),
lo que apoyaba la hipotesis de que el compuesto 21 es un triterpeno. Adicionalmente, el
espectro de RMN de '*C reveld la presencia de solo un enlace doble por los desplazamientos
en oc 150.96 y 109.31. Estos datos espectroscopicos son caracteristicos del lupeol, en
particular los singuletes en ou 4.69 y 4.57, el triple de dobles en 6n 2.38, los desplazamientos
de los metilos, y las dos sefiales de carbono sp? con desplazamientos en ¢ 150.96 y 109.31
en el espectro de '*C. La comparacion de estos datos espectroscopicos con los reportados en
la literatura y los disponibles en el grupo de trabajo a partir de una muestra auténtica,

corroboraron que el compuesto 21 es lupeol.

Cicloeucalenol (22)
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La continuacion del fraccionamiento secundario de la fraccion H hizo posible la obtencion
de fracciones cuyo analisis por CCF permitio la deteccion de otro compuesto con un Rf
ligeramente menor al de 18 y 21 (ver la parte experimental). Este fue aislado mediante
cromatoplaca analitica semipreparativa. El espectro de RMN 'H (Figura 22, Anexo) mostro
el perfil caracteristico de un triterpeno con casi todas las sefiales en campo alto. Destacaron
en primera instancia dos sefiales en la region de vinilicos (on 4.72 y 4.67), la diferencia en
los desplazamientos quimicos, y sus intensidades relativas sugerian que la estructura poseia
dos enlaces dobles trisustituidos, o bien una olefina terminal. Se observaron dos dobletes en
ou 0.39 y 0.14, cuyas intensidades relativas guardan una relacion 1:1 entre ellos y con los
singuletes de la region de vinilicos. Estos dobletes con desplazamientos quimicos a campo
alto son caracteristicos de los hidrogenos de un metileno de ciclopropilo. En ou 3.21 se
observé un multiplete asignable a un oximetino caracteristico de la posicion 3 de triterpenos,
esta sefial también guardaba en su intensidad relativa una proporcion 1:1 con las sefiales
descritas hasta ahora. Se observo la presencia de 6 sefales (6u 0.89, 0.90, 0.97, 0.98, 1.02 y
1.03) asignables a metilos puesto que cada uno guardaba relacion 1:3 con las senales
anteriormente descritas. Cuatro de estas sefiales eran dobletes. Un heptuplete en 6u 2.24 que
guarda una relacion de intensidad relativa 1:1 con los singuletes vinilicos, y es asignable al
metino de un grupo isopropilo, lo que sugiere la presencia de este grupo en la estructura
molecular del compuesto.

El andlisis del espectro de RMN de *C (Figura 23, Anexo) mostr6 30 sefales, lo que
apoyaba la hipotesis de que el compuesto 22 es un triterpenoide. Ademas, el espectro de
RMN de *C determind la presencia de tinicamente un doble enlace en la estructura
molecular, puesto que solo hay dos carbonos en la region sp? (8¢ 157.08 y 106.08). Los
experimentos DEPT-90 y DEPT-135 (Figura 24, Anexo) corroboraron la presencia de 6
metilos, ademas de mostrar que la estructura tenia 12 metilenos (uno de ellos vinilico en d¢
106.08), 7 metinos y 5 carbonos cuaternarios. Estas asignaciones concordaban con la
estructura molecular de un triterpeno tetraciclico.

El espectro HSQC (Figura 25, Anexo) permitio correlacionar los dos singuletes de ou 4.72
y 4.67 unicamente con el carbono de dc 106.08, lo que confirmaba que estos singuletes
correspondian a dos hidrogenos geminales en una olefina terminal. También se correlaciono

al metino de ou 3.21 con el carbono unido a oxigeno en dc 76.74. Los metilos se
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correlacionaron con sus atomos de carbono correspondientes y se correlaciono el heptuplete
de du 2.24 con el metino en dc 33.98. Se determind que los dobletes en dy 0.39 y 0.14 estan
en el mismo metileno con desplazamiento en dc 27.40, que fue asignado al metileno de
ciclopropilo.

El espectro de HMBC (Figura 26, Anexo) permiti6é determinar la correlacion entre el metino
de la posicion 3 con solo un metilo que aparece como doblete en on 0.98, por lo que se deduce
que esta soportado sobre un metino en la posicion 4. Esto establecia que el anillo A del
triterpenoide tnicamente tenia un metilo en dicha posicion. El metino y metilo de la posicion
4 correlacionaron con un metino atribuible al de la posicion 5. Este tltimo metino a la vez
mantiene correlacién con un carbono cuaternario que es atribuible al carbono de la posicion
10, puesto que este correlaciona también con los hidrogenos del metileno de ciclopropilo
visto en el espectro de RMN de 'H. Esta informacion indica la presencia del grupo
ciclopropilo en el anillo B. Por otro lado, los dos metilos con singuletes en oy 0.97 y 0.90
correlacionan con los mismos dos carbonos cuaternarios (6c 49.07 y 45.52), por lo que son
asignables a las posiciones 13 y 14 del esqueleto de cicloartano. Dos de los metilos que
aparecen como dobletes en 6y 1.02 y 1.03, tienen las mismas correlaciones, especificamente,
correlacionan con el carbono sp? cuaternario (8¢ 157.08), y con un carbono en ¢ 33.98 que
fue asignado por HMBC al heptuplete de ou 2.24. Esta informacion permitié determinar que
estos metilos forman parte del grupo isopropilo, y que este grupo estd enlazado a la olefina
terminal a través del carbono sp® cuaternario. La representacion grafica de las correlaciones
del HMBC se muestran en la Figura 7. Toda esta informacion condujo a una estructura
similar a la del compuesto 24-metilencicloartenol (que no fue aislado en este trabajo), pero
con un grupo metilo menos en la posicion 4. Dicha estructura estd reportada en la literatura
como cicloeucalenol. Al comparar los datos obtenidos con los datos espectroscOpicos

reportados®* se confirmé que 22 es cicloeucalenol.
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Figura 7. Correlaciones en el HMBC del cicloeucalenol (22).
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25,26,27-trisnor-3p-hidroxicufan-24-al (23)

HO(

Al continuar el fraccionamiento secundario de la fraccion H se detectd por CCF una mancha
de color naranja rojizo al revelar con solucion de sulfato cérico amoniacal. Mediante
cromatoplaca analitica semipreparativa se aislo el compuesto 23. El espectro de RMN de 'H
(Figura 27, Anexo) mostré un perfil similar al de los triterpenos recién descritos, en
particular, las sefiales atribuibles a grupos metilo tienen los mismos desplazamientos que el
compuesto 18 (dy 0.80, 0.85, 0.88, 0.95 y 1.00) salvo por la sefial en on 0.78 que esta 0.3
ppm a campo mas bajo, lo que sugiere que este compuesto también tiene un esqueleto
tetraciclico de eufano. Destaca el hecho de que carece de dos sefiales de los grupos metilo
geminales de la posicion 25, que si estan presentes en la cadena lateral del compuesto 18, lo
que indica la ausencia de estos dos metilos 0 que estos grupos estan funcionalizados. A igual
que 18, el compuesto 23 tiene un doble de dobles en dn 3.24 que puede asignarse al oximetino
de la posicion 3, a cuya integral se asign6 una intensidad relativa de 1. A campo bajo destaca
un triplete asignable a un hidrogeno de aldehido (6u 9.78). El espectro de IR confirmo la
presencia de un grupo carbonilo en la estructura con una sefial en 1709 cm™ ademas de las
sefiales de caracteristicas de un grupo OH (3462 y 1024 cm™).

El espectro de RMN de !*C (Figura 28, Anexo) muestra 27 sefiales, una de ellas en §¢ 203.10,
lo que es consistente con la presencia de un grupo aldehido; se observa también el carbono
base oxigeno en dc 78.97, mientras que en oc 134.07 y 133.38 aparecen las senales
correspondientes a los dos carbonos cuaternarios de la olefina endociclica, lo que apoya la
aseveracion de que este compuesto tiene un esqueleto de eufano.

El experimento DEPT-90 (Figura 29, Anexo) muestra la presencia de 5 metinos en la
estructura, mientras que el DEPT-135 (Figura 29) muestra sefales para 6 metilos (dos

metilos menos que 18), 10 metilenos, y se deducen 6 carbonos cuaternarios. Estos datos
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indican que la cadena lateral tiene tres carbonos menos que el compuesto 18, lo que puede
explicarse por la falta del carbono de la posicion 25 y los metilos geminales unidos a él.

Las correlaciones encontradas en el experimento HSQC (Figura 30, Anexo) confirmaron
que la sefial de du 9.78 del espectro de 'H, se corresponde con la sefial en &¢ 203.10 del
espectro de °C, y que las sefiales de metilos entre el espectro de RMN de 'H y RMN de *C
se corresponden de la misma forma que en 18.

El espectro de HMBC (Figura 31, Anexo) mostré que los metilos del compuesto 23 tienen
las mismas correlaciones que en el compuesto 18, lo que confirma que ambos compuestos
tienen esqueleto de eufano, y solo son estructuralmente distintos en la cadena lateral. Por otro
lado, el triplete de aldehido en on 9.78 solo tiene una correlacion débil con un metileno en
(0c 40.94). Esto indica que el grupo aldehido se encuentra en la cadena lateral,
especificamente en la posicion 24. Estas correlaciones se representan de forma grafica en la
Figura 8. Con esta informacion se dedujo la estructura propuesta, la cual al ser buscada en
la literatura se encontr6 reportada como un producto de la ozondlisis del acetil derivado de
1832 por lo que este es el primer reporte de 23 como un producto natural. Cabe mencionar
que existen reportes de triterpenos tetraciclicos con un grupo aldehido en la posicién 24°°,
sin embargo, estos tienen un esqueleto base de cicloartano y no de eufano como en el caso

de 23.
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Figura 8. Correlaciones en el HMBC del 25,26,27-trisnor-3B-hidroxieufan-24-al (23).
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Eufa-8,23-dien-3p,25-diol (24)

28 29
Al proseguir con el fraccionamiento secundario de la fraccion H se detectd la presencia de
otro compuesto por CCF. Este fue aislado mediante cromatoplaca analitica semipreparativa
y posteriormente se obtuvieron sus espectros de RMN. El espectro de RMN 'H (Figura 32,
Anexo) mostrd el perfil caracteristico de un triterpeno. Se not6 en primera instancia la
presencia de 6 sefiales asignables a metilos con los mismos desplazamientos quimicos que
los del compuesto 18 (o 1.00, 0.95, 0.88, 0.82, 0.80 y 0.78), lo que sugiere que 24 también
es un triterpeno tetraciclico con esqueleto de eufano. Adicionalmente, el espectro de 24 tiene
un singulete mas intenso en ou 1.31, la intensidad relativa de esta sefial guarda una relacion
2:1 con los singuletes asignados a metilo, lo que sugiere que este singulete corresponde a dos
metilos con mismo desplazamiento quimico. Destacé un multiplete en oy 5.58 cuya
intensidad guarda relacion 2:1 con el doble de dobles de du 3.24, lo que indica que dicha
multiplicidad corresponde a dos hidrogenos vinilicos con mismo desplazamiento.

El espectro de RMN '3C (Figura 33, Anexo) mostrd 30 sefiales y reveld la presencia de
cuatro carbonos vinilicos correspondientes a dos enlaces dobles, dos de estos carbonos tenian
los mismos desplazamientos que los de la olefina endociclica 18, lo que apoya los indicios
de que 24 también tiene esqueleto de eufano. En este espectro también se observo la presencia
de dos carbonos unidos a oxigeno en dc 78.98 y 70.74, sugiriendo una estructura con dos
grupos hidroxilo.

Los espectros DEPT-90 y DEPT-135 (Figura 34, Anexo) confirmaron la presencia de 8
metilos, 9 metilenos y 6 metinos, dos de estos metinos son vinilicos (d¢ 139.24 y 125.69) lo
que indica la presencia de una olefina disustituida. Ademads, se dedujeron 7 carbonos
cuaternarios, uno de ellos correspondiente al carbono de base de oxigeno en 6c 70.74.

El espectro HSQC (Figura 35, Anexo) mostr6 la misma correlacion que el compuesto 18
para los metilos en on 1.00, 0.95, 0.88, 0.82, 0.80 y 0.78 con sus respectivos atomos de
carbono, sin embargo, los metilos en 6u 1.31 correlacionaron con los carbonos en 6c 29.87 y
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29.92. Ademas, este espectro confirmo que el multiplete en 6 5.58 corresponde a la sefial
traslapada de dos protones en dos atomos de carbono sp? distintos (5c 139.25 y 125.69).

El espectro HMBC (Figura 36, Anexo) mostrd las mismas correlaciones que 18 y 23 para
los metilos con desplazamientos en ou 1.00, 0.95, 0.88, 0.82, 0.80 y 0.78, lo que confirma
que 24 también es un triterpeno tetraciclico de tipo eufano. Por otro lado, los dos metilos con
desplazamientos en du 1.31 correlacionaron entre ellos (dc 29.87 y 29.92) lo que sugiere que
estaban unidos al mismo carbono, ademas ambos correlacionan con el carbono sp? de 8¢
139.25 y con el carbono cuaternario base de oxigeno de oc 70.74. Esta informacion indica
que el carbono de d¢ 70.74 esta enlazado a los dos metilos de o 1.31, a un grupo hidroxilo
y al enlace doble conformado por los carbonos de dc 125.69 y 139.25.. Estas correlaciones
estan representadas de forma grafica en la Figura 9. Con esto se determino que la diferencia
entre 24, 23 y 18 se encuentra Unicamente en la cadena lateral del esqueleto de eufano. Al
buscar en la literatura compuestos con la misma estructura molecular que la que se determind
para 24, se encontrd que este compuesto ya habia sido aislado anteriormente de otra especie
de Euphorbia®®, y también de una planta de otro familia®’, y est4 reportado con el nombre
eufa-8,23-dien-3f3,25-diol La comparacion de los datos espectroscopicos obtenidos con los
reportados permitié determinar que 24 es el compuesto eufa-8,23-dien-3f3,25-diol. No fue
posible determinar la configuracion de este enlace doble a partir de las constantes de
acoplamiento (J) de los protones vinilicos, pues estos aparecen como un multiplete traslapado
en Ou 5.58 en el espectro obtenido en CDCl3, sin embargo, al obtener el espectro de RMN de
'H en benceno deuterado (CsDs) (tal como se encontré en la literatura®’) fue posible detectar
un doblete correspondiente al hidrogeno vinilico de la posicién 24, con una J igual a 15.6
Hz, este valor de J es caracteristico del acoplamiento entre dos hidrdégenos vinilicos en

disposicion trans, lo que confirmaba la configuracién trans del enlace doble.
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Figura 9. Correlaciones en el HMBC del eufa-8,23-dien-3f3,25-diol (24).
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B-Sitosterol (15)
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En la fraccion I se detectdo por CCF la presencia de un compuesto que aparece como una
mancha de color rojo vino al aplicar sobre la placa solucioén de sulfato cérico amoniacal. El
fraccionamiento secundario y terciario por CC, ademds de cristalizaciones sucesivas de
acetato de etilo/hexano permitieron el aislamiento del compuesto 15. El espectro de RMN 'H
de 15 (Figura 37, Anexo) presentd el perfil de un triterpenoide. Destacd un doblete en dn
5.28 y se observo también una multiplicidad en oy 3.52 asignable a un oximetino
caracteristico de la posicion 3 de triterpenoides. Las intensidades de estas senales tienen una
relacion 1:1 entre ellas. A campo maés alto se observaron singuletes en du 1.01, 0.92, 0.84,
0.82, 0.80 y 0.68, asignables a metilos puesto que cada uno guardaba una relaciéon 3:1 con el
multiplete de dn 3.52. Estas sefiales y sus desplazamientos son caracteristicos del B-sitosterol.
La comparacién del espectro de RMN 'H de 15 con datos espectroscopicos de muestras
auténticas disponibles en el laboratorio permitieron determinar que se trataba del mismo

compuesto.

4.2 Analisis preliminar del latex

Una parte del latex de E. tanquahuete fue extraida con CHCl3. Mediante CCF de este extracto
contra una muestra pura de 18 aislada de las hojas, se determind que el mayor constituyente
del extracto era un compuesto con mismo Rf que 18. Una porcidn de este extracto (15 mg)
fue tomada para obtener el espectro de RMN de 'H. Las tnicas sefiales que el espectro
mostraba claramente eran las sefiales caracteristicas de los metilos de un esqueleto de eufano
(0u 1.68, 1.61, 1.00, 0.95, 0.87, 0.80 y 0.75), un doble de dobles ancho en on 3.24 y una sefal
ancha en on 5.09. Esta informacién sugiere que el principal constituyente quimico del latex

es el compuesto 18, aunque podria estar constituido ademas por una mezcla de triterpenoides
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con esqueleto de eufano con varios desplazamientos quimicos similares. La Figura 5 muestra
una comparacion de los espectros los espectros de 18 aislado del latex (a), del extracto del
latex con CHCIs (b) y de 18 aislado de las hojas (¢), los tres obtenidos en CDCI3 a 300 MHz,

a excepcion de ¢ que fue obtenido a 400 MHz.
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Figura 10. Comparacion de espectros: a) 18 aislado del latex, b) extracto del latex, y c¢) 18
aislado de hojas.

4.3 Evaluacion preliminar de la actividad bioldgica de los extractos
Se evalu6 preliminarmente la actividad antiinflamatoria del eufol (18) y de los extractos de
hojas y ramas de E. tanquahuete en el modelo de edema auricular murino. Los resultados se

muestran en la Tabla 2

Tabla 2. Actividad antiinflamatoria del eufol y de los extractos.

Muestra® Edema (mg) £DS Inhibicion (%) + DS
Eufol® 11.57+0.89* 33.274+5.16*
Ext. hojas,*

CH,CL/CH;OH 1:1 1067 34.48

Ext. ramas, hexano 9.10+1.23 26.61+£9.91
Ext. ramas, acetona® 5.13£2.09%** 70.38+12.07%*
Ext. ramas, ¢ * N
CH,CL/CH:OH 1:1 12.37+0.74 24.13+4.57

Ex.t latex, CHCI;® 1.53+0.27 87.63+£2.20
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(Tabla 2) Via de administracion topica. #Dosis: Eufol 1 umol/oreja, extractos 1 mg/oreja. Control: "CHCI3 (11.57+0.89
mg), “CH3OH (16.28 mg), %acetona (12.37+0.74 mg), °CHCIs (12.40+1.91). Los datos representan la media de tres
repeticiones con el error estandar de la media. Los resultados se analizaron mediante una prueba de Dunnet, los valores de
p<0.05 (*) y p <0.01 (**) se consideran como diferencia significativa con respecto al control.

La Tabla 2 muestra los porcentajes de inhibicion de la inflamacion del eufol, del extracto de
hojas con mezcla CH>Clo/CH30H 1:1, y de los dos extractos de ramas (acetona y
CH2CIl/CH30H 1:1). Todas las muestras presentaron una actividad antiinflamatoria, siendo
el extracto con acetona el que presentd la mayor actividad antiinflamatoria con un 70 % de
inhibicion de la inflamacion. El eufol y los extractos con mezcla CH>Cl,/CH;0H 1:1
presentaron una actividad antiinflamatoria comparable con un porcentaje en la inhibicion de
la inflamacién en un rango de entre 24 y 34 %.

Se evalu6 también la actividad antiproliferativa de células cancerosas preliminar del eufol y
los extractos de hojas, ramas y latex. La Tabla 3, muestra los porcentajes de inhibicion del
crecimiento del compuesto 18 y de los extractos de hojas, ramas y latex en algunas lineas
celulares cancerosas humanas y una linea no cancerosa de rifion de mono.

Tabla 3. Actividad citotoxica (% de inhibicion) del eufol y los extractos.

Muestra U251 PC-3 K562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1 COS7
Eufol NC NC 26.9 2.18 36.62 4.9 NC
Ext. hojas

CH,Cl,/CH;0H 52.31 43.6 74.63 34.5 62.45 58.35 --
1:1
Ext. ramas,
hexano
Ext. ramas,
acetona
Ext. ramas
CH,Cl,/CH;0H 85.3 100 86.84 55.73 81.77 75.04 75.2
1:1
Ext. latex
CHCl;3

NC: no citotéxico. Concentracion: 50 pg/mL (extractos), S0 pmol/mL eufol; vehiculo: DMSO. Lineas celulares cancerosas

humanas: U251: glia de sistema nervioso central; PC-3: prostata; K562: leucemia; HCT-15: colon; MCF-7: pecho; SKLU-
1: pulmoén; COS7: linea celular no cancerosa de rifion de mono.

100 100 100 100 100 100 100

100 100 94.7 90.3 92.02 97.73 48.61

63.7 100 100 33.0 46.7 99.5 19.3

El extracto hexénico de ramas mostré un 100 % de la inhibicion de la proliferacion para todas
las lineas evaluadas. Cabe mencionar que este extracto también presentd un 100 % de
inhibicion para una linea celular no cancerosa (COS7: linea celular no cancerosa de rifion de
mono). La clara actividad antiproliferativa del extracto hexanico podria atribuirse a la
presencia de compuestos poco polares como los triterpenos que fueron aislados de las hojas

en este trabajo.
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El extracto acetonico de ramas mostrd una alta actividad antiproliferativa, con un 100 % de
inhibicioén del crecimiento celular para las lineas celulares cancerosas de glias (U251) y
prostata (PC-3), y mas del 90 % de inhibicion para las lineas de leucemia (K562), colon
(HCT-15), pecho (MCF-7), y pulmoén (SKLU-1). Para el caso de este extracto, presento solo
una actividad moderada para la linea celular no cancerosa COS7 (48.61 % de inhibicion).
El extracto de ramas con CH>Cl/CH3OH 1:1 presentd6 también una clara actividad
antiproliferativa, aunque esta fue menor a la de los extractos con hexano y acetona. Los
porcentajes de inhibicion para este extracto estan entre 75 y 100 % (75.2 para la linea celular
no cancerosa COS7) teniendo el porcentaje mas bajo para la linea celular de cancer de colon
HCT-15 con un 55.73 % de inhibicion.

Por otro lado, el extracto de hojas con CH>Cl/CH30H 1:1 presenté una actividad
antiproliferativa moderada, menor a la de los tres extractos de ramas. El mayor porcentaje de
inhibicion del crecimiento lo presento en la linea celular de leucemia K562 con 74.63 %. El
menor porcentaje se presentd en la linea celular de cancer de prostata PC-3 con un 43.6 % de
antiproliferacion celular.

El compuesto 18 present6 un bajo porcentaje de inhibicion del crecimiento celular en algunas
lineas celulares cancerosas (26.9 % en leucemia K562, 2.18 % en colon HCT-15, 36.62 %
en pecho MCF-7 y 4.9 % en pulmén SKLU-1), y ninguna actividad en otras (glia U251,
prostata PC-3 y cé€lulas sanas de rifion de mono COS-7). Estos resultados no se corresponden
con la alta actividad antiproliferativa que presenté el extracto hexanico de ramas, en la que
se presume que hay eufol, por lo que la actividad de dicho extracto no se debe Uinicamente a
la presencia de este compuesto, o bien podria deberse a un efecto sinérgico entre este
compuesto y otros presentes en el extracto.

El extracto del latex con CHCls presentd un 100 % de inhibicion de la proliferacion en las
lineas celulares cancerosas de prostata (PC-3) y leucemia (K562). Mientras que para la linea
celular cancerosa de pulmén (SKLU-1) presentd 99.5 % de inhibicion de la proliferacion.
Para las lineas celulares de glias (U251), colon (HCT-15) y pecho (MCF-7) presento
porcentajes entre 33 y 63.7 %. El porcentaje mas bajo lo present6 para la linea celular no
cancerosa de rindén de mono (COS-7) con un 19.3 % de inhibicion de la proliferacion. Aunque

mediante CCF y RMN de 'H se determiné que el principal componente del extracto del latex
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es el compuesto 18, no puede atribuirse la actividad antiproliferativa inicamente a 18 por si

mismo, por los resultados ya discutidos arriba para este compuesto.
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5.RESUMEN Y CONCLUSIONES

Se aislaron ocho compuestos de las hojas de E. tanquahuete: escualeno (19), 1-octacosanol
(20), eufol (18), lupeol (21), cicloeucalenol (22), 25,26,27-trisnor-3B-hidroxieufan-24-al
(23), eufa-8,23-dien-3f3,25-diol (24) y B-sitosterol (15).

La presencia de los compuestos 18 — 20 y 22 — 24 se reporta por primera vez en esta especie
vegetal. Los compuestos 21 y 15 se reportan por primera vez en las hojas de esta especie,
aunque ya habian sido reportados anteriormente en el latex que produce esta planta. El
compuesto 23 se reporta por primera ocasion como un producto natural.

La presencia de estos compuestos es concordante con los resultados obtenidos para otras
especies de Euphorbia, puesto que los compuestos 18, 23 y 24 son triterpenoides con
esqueleto de eufano, cuya presencia ha sido informada previamente en especies de este
género.'? Por otra parte, los compuestos 21, 22 y 15 han sido aislados no solo en el género
Euphorbia sino también en otros géneros de la familia Euphorbiaceae.*®

Mediante CCF y RMN de 'H se determiné que el compuesto 18 es el principal constituyente
quimico del latex de E. tanquahuete. Por tanto, los resultados obtenidos son consistentes con
el perfil taxonémico generalmente para las especies pertenecientes al género Euphorbia.

El compuesto 18 presenté una baja actividad antiproliferativa en ciertas lineas celulares
cancerosas, con porcentajes de inhibicion entre 2 y 32.62, mientras que para otras lineas
celulares no present6 actividad citotoxica. La actividad antiinflamatoria de 18 fue moderada,
con un 33.27 % de inhibicién de la inflamacion.

El extracto de hojas de E. tanquahuete con CH>Clo/CH30OH 1:1 presentd actividad
antiinflamatoria moderada con 34.48 % de inhibicion de la inflamacion, y se encontro el
porcentaje de inhibicion de la proliferacion celular entre 43 y 74 %, para las lineas celulares
mencionadas anteriormente.

Los extractos organicos de ramas mostraron clara actividad citotdxica en las lineas celulares
evaluadas, y en el caso del extracto acetonico, también tuvo actividad antiinflamatoria
notable.

El extracto cloroformico del latex mostrd clara actividad citotoxica en algunas de las lineas
celulares evaluadas, y también mostr6 una actividad antiinflamatoria notable. Estos
resultados son consistentes con el uso que se le da al latex en el tratamiento de fracturas dseas

puesto que esta condicion viene acompanada de inflamacion. Aunque el compuesto 18 es el
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principal constituyente quimico del latex, la actividad biologica de este extracto no puede ser

atribuida unicamente a este compuesto por si solo.
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6. SECCION EXPERIMENTAL

6.1 Colecta y procesamiento del material vegetal

El material vegetal de Euphorbia tanquahuete, constituido por hojas, fue colectado por el
grupo de investigacion el 1 de octubre de 2014, en el Parque “El Texcal”, localizado en el
municipio de Jiutepec, Estado de Morelos (No. de Colecta 2999). La planta fue identificada
como Euphorbia fulva (sinénimo de E. tanquahuete) por la Mtra. Clara Hilda Ramos
(Instituto de Biologia, UNAM). Una muestra de la planta fue depositada en el Herbario
Nacional de México (MEXU) con el ntimero de registro 1394140.%°

El material vegetal seco (633.8 g) constituido por hojas que fueron secadas a la sombra, fue
triturado y posteriormente se le realizd una extraccion por percolacién, usando como
disolvente de extraccion una mezcla de diclorometano/metanol en proporcion 1:1. Se obtuvo
un extracto (97 g) después de evaporar todo el disolvente a presion reducida.

El material vegetal constituido por ramas (3.9 kg) fue molido. Inicialmente se tomaron tres
muestras (1g cada una), una de ellas fue extraida con hexano, otra fue extraida con acetona,
y la ultima muestra fue extraida con mezcla CH>Cl,/CH30H 1:1 (en los tres casos, 10 mL,
24 h, tres veces). La comparacion de los extractos obtenidos por su perfil en CCF permitid
concluir que el mejor procedimiento para realizar la extraccion a nivel preparativo es extraer
el material vegetal completo usando primero hexano (13 L, > 24 h, 3 veces), obteniéndose el
residuo (39 g) después de evaporar el disolvente. El material vegetal fue posteriormente
extraido con una mezcla de CH>Cl,/CH30H 1:1 (13 L, > 24 h, 3 veces).

Una porcion del latex (214 mg) fue disuelta en CHCls, la disolucion fue filtrada para eliminar
material insoluble. El filtrado fue transferido a un embudo de separacion, y se realizd una
particion con agua y disolucion saturada de NaCl. La parte organica se seco sobre NaSO4
anhidro, y se evaporo el disolvente obteniéndose un residuo resinoso amarillo (190 mg) del

cual se tom6 una porcion (15 mg) para realizar experimentos de RMN de 'H.

6.2 Aislamiento de los constituyentes quimicos

El extracto de las hojas (96 g) fue adsorbido en aproximadamente la misma masa de silica
gel, posteriormente fue sometido a un fraccionamiento primario mediante cromatografia en
columna (CC), usando como fase estacionaria silica gel de malla 70 — 230 en proporcion 1:5

con respecto a la masa de extracto. Como fase modvil se utiliz6 una serie de disolventes en
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polaridad creciente, iniciando con hexano como disolvente menos polar, seguido de mezclas
de hexano/acetato de etilo variando la proporcion con aumento de la polaridad;
posteriormente se continud la elucion con acetona pura, y finalmente se lavo la columna
usando metanol como el disolvente mas polar.

Durante este fraccionamiento primario se colectaron fracciones de 450 mL, las cuales fueron
concentradas a presion reducida para disminuir el volumen de disolvente hasta la cantidad
minima necesaria para transferirlos a viales. El contenido de estas fracciones fue analizado
mediante cromatografia en capa fina (CCF), lo que permitié agrupar las fracciones que
presentaban el mismo perfil cromatografico, resultando asi 26 residuos orgéanicos que fueron
nombradas con las letras del abecedario A — Y.

A este fraccionamiento primario siguieron fraccionamientos secundarios por CC de aquellas
fracciones en las que la CCF mostraban manchas homogéneas que pudieran considerarse
como posibles compuestos de interés. Se usé como fase estacionaria silica gel de malla 230
— 400, y como fase mévil mezclas de hexano y acetato de etilo la mayoria de las veces,

haciendo uso en ocasiones de mezclas hexano/diclorometano.

6.3 Caracterizacion

Los compuestos aislados fueron caracterizados por medios espectroscopicos, tales como
Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de proton ('H) y carbono 13 (13C), de una y dos
dimensiones (HSQC, HMBC) y espectros DEPT-90 y DEPT-135; asi como espectrometria
de masas de impacto electrénico, y espectroscopia de infrarrojo (IR).Para la obtencion de los
espectros de RMN, se utilizaron los equipos Bruker Fourier 300 MHz, Bruker Avance III
400 MHz, y Varian Unity Inova 500 MHz.Los espectros de IR fueron adquiridos en un
espectrofotometro Bruker Tensor 27 (IR-FT).

Los puntos de fusion fueron obtenidos con un aparato Fisher-Johns marca Cole-Palmer y no

estan corregidos.
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6.4 Compuestos aislados

Escualeno (19)

Aceite viscoso incoloro (175 mg) CCF: Mancha gris/café recién revelada que cambia a color
morado palido. Rf.: 0.33 (Hexano).

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) 5.11 (6H, m, hidrégenos vinilicos), 2.04 (20H, m, metilenos),
1.68 (6H, s, metilos trans), 1.60 (18H, s, metilos cis).

RMN 3C (100 MHz, CDCI3) 135.25, 135.04, 131.38, 124.57, 124.46, 124.44, 39.92, 39.90,
28.44,26.94,26.83, 25.85, 17.83, 16.20, 16.16.

1-Octacosanol (20)

Sélido incoloro en forma de hojuelas pequeinas (~1 g). Precipit6 al enfriarse la disolucion de
Hexano/AcOEt de la fraccion H. Poco soluble en acetona, hexano, CH>Clz, y metanol.
Soluble en cloroformo con ligero calentamiento (~30 °C). Soluble en mezcla de
hexano/CH,Clo/metanol 2:1:2. P. f. 75 — 77 °C.

RMN 'H (300 MHz, CDCI3) § 3.63 (2H, t, J = 6.6 Hz, CH2-OH), 1.56 (2H, m, C-CH2-C),
1.26 (50H, singulete ancho, C-(CH2)25-C), 0.88 (3H, t, J = 6.3 Hz, CH3-C).

RMN 3C (100 MHz, CDCl3) § 63.12,32.91, 31.94, 29.70, 29.63, 29.46, 29.35, 25.80, 22.68.

Eufol (18)
21
B 27N\
11/\5/17/<H 23/\\25/26
19| 2/7
1 9
AN 15
( 30
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HO( 3 N

Cristales en forma de agujas finas (~1g). CCF: Mancha de color naranja recién revelada, que
cambia a color café/gris. Rf: 0.57 (Hexano/AcOEt 8:2).

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) § 5.09 (1H, t,J=7.2 Hz, H-24), 3.24 (1H, dd, J=11.6 Hz, J =
4.8 Hz, H-3), 1.68 (3H, s, H-26); 1.60 (3H, s, H-27), 1.00 (3H, s, H-28), 0.95 (3H, s, H-19),
0.87 (3H, s,H-30), 0.85 (3H, d, J = 6.4 Hz, H-21), 0.80 (3H, s, H-29), 0.75 (3H, s, H-18).
RMN 3C (100 MHz, CDCls) § 134.01 (C-8%*), 133.54 (C-9%*), 130.86 (C-25%), 125.20 (C-
24%),79.00 (C-3%*), 50.96 (C-5%), 50.03 (C-14%*), 49.63 (C-17),44.11 (C-13%*), 38.94 (C-4%),
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37.27 (C-10%), 35.87 (C-22), 35.42 (C-20), 35.25 (C-1%*), 30.90 (C-15), 29.76 (C-16), 28.14
(C-12), 28.05 (C-29), 27.94 (C-7), 27.67 (C-2), 25.74 (C-27%*), 24.76 (C-23), 24.47 (C-28),
21.53 (C-11), 20.14 (C-19%*), 18.94 (C-6 y C-21%*), 17.68 (C-26%*), 15.62 (C-18%*), 15.53 (C-
30%).

* Asignaciones con base en los experimentos en dos dimensiones (son coincidentes con las

asignaciones reportadas en la literatura®?).

Lupeol (21)
29
/
20=20,
j9—21
11/\13*17
25 | 26 J\%
N X .
S0 15
| 27
3 5 7

Soélido amorfo incoloro (~200 g). CCF: Mancha color naranja recién revelada, cambia a color
rosa/morado intenso. Rf: 0.56 (Hexano/AcOEt 8:2).

RMN 'H (300 MHz, CDCls) 8u 4.69 (1H, s, H-30a); 4.57, (1H, s, H-30b); 3.19 (1H, dd, J =
11.1 Hz ,J = 5.4 Hz, H-3); 2.38 (1H, td, J=11.1 Hz, J = 5.7 Hz, H-19); 1.68 (3H, s, H-29);
1.03 (3H, s); 0.97 (6H, s); 0.94 (3H, s); 0.83 (3H, s); 0.79 (3H, s); 0.76 (3H, ).

RMN !3C (100 MHz, CDCl3) 8¢ 150.96 (C-20), 109.31 (C-30), 78.99 (C-3), 55.30 (C-5),
50.44 (C-9), 48.30 (C-19), 47.99 (C-18), 43.00 (C-17), 42.83 (C-14), 40.83 (C-8), 40.00 (C-
22), 38.86 (C-4), 38.71 (C-1), 38.05 (C-13), 37.17 (C-10), 35.58 (C-16), 34.28 (C-7), 30.92,
29.85 (C-21), 27.99 (C-23), 27.42 (C-2 y C-15), 25.14 (C-12), 20.93 (C-11), 19.31 (C-29),
18.32 (C-6), 18.00 (C-28), 16.12 (C-25), 15.98 (C-26), 15.37 (C-24), 14.55 (C-27).

Asignaciones en RMN '*C con base en lo reportado en la literatura®
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Cicloeucalenol (22)

21 28

(\/\/

2
Cristales en forma de discos o escamas (10 mg). CCF: Mancha color café/gris recién
revelada, cambia a color morado palido, R.f.: 0.32 (CH2Cl).

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) 8y 4.72, H-28a (s, 1H); 4.67, H-28b (s, 1H); 3.21 , H-3 (ddd,
1H,J=10.4 Hz, J= 9.2 Hz, J=4.8 Hz); 2.24, H-25 (h, 1H, J = 6.4 Hz); 1.03, H-26 (d, 3H,
J=6.8 Hz); 1.02, H-27 (d, 3H, J = 6.8 Hz); 0.98, H-29 (d, 3H, J = 6.8 Hz); 0.97, H-18 (s,
3H); 0.90, H-21 (d, 3H, J = 6.4 Hz); 0.89, H-30 (s, 3H); 0.39, H-19a (d, 1H, J =4 Hz); 0.14,
H-19b (d, 1H, J =4 Hz).

RMN !3C (MHz, CDCI3) 8¢ 157.08 (C-24%*), 106.08 (C-28%), 76.74 (C-3*), 52.37 (C-17),
49.07 (C-14%*),47.03 (C-8%*),45.52 (C-13%), 44.77 (C-4*), 43.50 (C-5%), 36.29 (C-20), 35.51
(C-15), 35.18 (C-22), 34.98 (C-2), 33.98 (C-25), 33.05 (C-12), 31.48 (C-23), 30.96 (C-1),
29.70 (C-10%), 28.27 (C-16), 27.40 (C-19%), 27.14 (C-11), 25.33 (C-7), 24.83 (C-6), 23.72
(C-9),22.16 (C-27), 22.03 (C-26), 19.30 (C-30%*), 18.50 (C-21), 17.95 (C-18), 14.56 (C-29%).
* Asignaciones con base en los experimentos en dos dimensiones (son coincidentes con las

asignaciones reportadas en la literatura®).

25,26,27-trisnor-3B-hidroxieufan-24-al (23).

v XsV?

28 29

Soélido amorfo amarillento (7 mg), Rf: 0.4 (Hexano/AcOEt/MeOH/AcOH 28:10:1:1)
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RMN 'H (400 MHz, CDCls) 8 9.78 (1H, t, J = 2 Hz, H-24), 3.24 (1H, dd, J= 11.3 Hz, J =
4.4 Hz, H-3), 1.00 (3H, s, H-28), 0.95 (3H, s, H-19), 0.88 (3H, s,H-30), 0.85 (3H, d, J= 6.4
Hz, H-21), 0.80 (3H, s, H-29), 0.78 (3H, s, H-18).

RMN 13C (100 MHz, CDCls) 8¢ 203.09 (C-24%), 134.07 (C-8%), 133.38 (C-9%), 78.97 (C-
3%), 50.95 (C-5%), 50.03 (C-14%), 49.46 (C-17), 44.12 (C-13*), 40.94, 38.93 (C-4%), 37.27
(C-10%), 35.45 (C-20), 35.21 (C-1%*), 30.88 (C-15), 29.70 (C-16), 28.07, 28.05 (C-29), 27.91
(C-7), 27.65 (C-2), 27.26, 24.43 (C-28), 21.47 (C-11), 20.14 (C-19), 18.92, 18.78, 15.64,
15.52 (C-30%).

Eufa-8,23-dien-3p-25-diol (24)

21

11 /\13/17/< H /\25< ”
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Soélido amorfo amarillento (6 mg). CCF: Mancha color rojo ladrillo recién revelada. Rf: 0.5
(CH2Cl12/Me2CO 9:1).

RMN 'H (400 MHz, CDCls) 6 5.58 (2H, m, H-23 y H-24), 3.24, H-3 (1H, dd, J = 11.6 Hz, J
=4.4 Hz); 1.31 (6H, s, H-26 y H-27), 1.00 (3H, s, H-28); 0.95 (3H, s, H-19); 0.88 (3H, s, H-
30); 0.82 (3H, d, J= 6 Hz, H-21); 0.80 (3H, s, H-29); 0.78 (3H, s, H-18).

RMN 3C (100 MHz, CDCls) § 139.25 (C-24%*), 134.01 (C-8%*), 133.50 (C-9%*), 125.69 (C-
23%), 78.98 (C-3%*), 70.74 (C-25%), 50.96 (C-5%*), 50.01 (C-14%*), 49.54 (C-17), 44.16 (C-
13*), 38.94 (C-4%*), 38.14 (C-22), 37.27 (C-10%*), 36.20 (C-20), 35.24 (C-1%*), 30.97 (C-12),
29.92 (C-27%), 29.87 (C-26%*), 29.74 (C-15%), 28.05 (C-28), 27.92 (C-2 y C-16), 27.67 (C-
7), 24.45 (C-30%*), 21.48 (C-11), 20.14 (C-19%*), 19.05 (C-21%*), 18.93 (C-6%*), 15.77 (C-18),
15.52 (C-29).

* Asignaciones con base en los experimentos en dos dimensiones (son coincidentes con las

asignaciones reportadas en la literatura®’).

B-Sitosterol (15)
Cristales en forma de agujas finas (125 mg). P. f.: 155 — 157 °C. CCF: Mancha de color rojo
vino recién revelada. R.f.: 0.53 (Hexano/AcOEt 7:3)
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RMN 'H (300 MHz, CDCls) § 5.35 (1H, d, J = 5.1 Hz, H-6), 3.52 (1H, m, H-3) 1.01 3H, s),
0.92 (3H, d, J = 6.6 Hz), 0.84 (3H, s), 0.82 (3H, s) 0.80 (3H, 5), 0.68 (3H, 5).
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Figura 11. Espectro de RMN 'H (CDCls, 300 MHz) del escualeno (20).

55



124,46
124,44

5 - 5 & & 3 @ R
(] (o] =
5 g SRS o i Ve
1 ﬂ ! l\ll A 7'
T T L] T ] T L] T T
135.6 135.4 135.2 135.0 124.7 124.5 124.3 401 400 399 393 3g;r 2?1 27025 926826? 164
o
o ¥ o &
e B
0 ) o m
M o 1 = O o
e T 5
LA o o G
& ooy 00 =
bl w o]
= o 0
bt
™M T
L E -
[
g T
s R
N el
e i
T T T TT T T T T T T
135 130 125 1285 40 35 30 25 20 15

Figura 12. Espectro de RMN '3C (CDCls, 100 MHz) del escualeno (19).
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