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INTRODUCCION.

La cada vez mayor acumulacion de conocimientos por el ser humano ha dado
origen a dos tendencias dentro de la misma; una de ellas es e aumento en la
especializacion del conocimiento y de las habilidades adquiridas por los individuos a lo
largo de sus estudios y carreras profesionales; la otra, originada por la necesidad de
conjuntar diferentes ramas del conocimiento para enfrentar los problemas que plantea el
" estudio de la naturaleza, consiste en un enfoque holistico de los problemas.

Como resultado de la segunda, surge un enfoque integrador que da lugar a nuevas
disciplinas dentro de las ciencias. Una de estas nuevas disciplinas se conoce como
Ecologia Quimica. La ecologia quimica estudia la bioquimica de las interacciones entre
diferentes especies, o entre diferentes organismos de Ja misma especie. Nacio gracias a la
conjuncion de varios procesos; por un lado el avance logrado en e! campo de la quimica en
cuanto al aislamiento y determinacion de la estructura molecular de compuestos
organicos, y por el otro, el que los ecologos se percataron del hecho de que las
interacciones entre diferentes organismos debian estar mediadas, al menos en parte, por la
existencia de compuestos quimicos especificos (Harborne, 1982).

Dentro de estos compuestos quimicos se encuentra un grupo corocido como
metabolitos secundarios. Los metabolitos secundarios son aquellos que no intervienen en
el conjunto de reacciones catabolicas y anaboélicas que le permiten a [os organismos, como
individuos, llevar a cabo las funciones del desarrollo normal, tal como el crecimiento o el
reemplazo de componentes celulares.

A lo largo del tiempo y gracias a los mecanismos de la evolucidn, las plantas
desarrollaron una serie de defensas en contra de la herbivoria. Dentro de estos

mecanismos de defensa se encuentran los que son de naturaleza mecanica, como la



presencia de espinas, y los que son de naturaleza quimica, en este caso los metabolitos
secundarios.

A su vez los herbivoros han desarrollado mecanismos que les permiten
contrarrestar estas defensas e incluso integrar algunos metabolitos secundarios a su
oganismo, para de esta manera utilizarlos para su beneficio.

El estudio de los metabolitos secundarios de las plantas es importante no sélo para
la comprension de las interacciones entre éstas y sus herbivoros u otras plantas, sino
también por el hecho de que muchos de estos compuestos, o sus derivados, han sido
utilizados a lo largo de la historia de fa humanidad como farmacos o como fuente de
materias primas para diferentes procesos industriales.

Esta tesis es parte de un proyecto de investigacion en ecologia quimica titulado
"Variabilidad de los Compuestos Secundarios en Casearia corymbosa y sus Efectos en
Dos de sus Herbivoros Naturales”, que es llevado a cabo por investigadores del Centro de
Ecologia y del Instituto de Quimica, ambas dependencias pertenecientes a la Universidad
Nacional Auténoma de México.

El trabajo desarrollado comprende la parte del estudio que es propiamente
quimico, es decir, el aislamiento y determinacion de Ia estructura molecular de los
componentes quimicos mayoritarios presentes en las hojas de Casearia corymbosa
(Flacourtiaceae). Esta especie es un drbol que rara vez alcanza mas de 20 metros de altura
y que se encuentra ampliamente distribuido desde México hasta Colombia y Venezuela
(Sleumer, 1980). La hojas se obtuvieron de una muestra representativa de individuos de la
Estacién de Biologia Chamela, en el estado de Jalisco, México.

Para llevar a buen término la separacién de los componentes mayoritarios se
utilizaron los procesos de extraccion y técnicas cromatograficas comunes en la quimica de
productos naturales. Dentro de estas ultimas cabe mencionar, por el amplio uso del que

fueron objeto, las técnicas de cromatografia en columna y en capa fina. También se



utilizaron la cromatografia de gases, asi como un sistema acoplado de cromatografia de
gases-espectroscopia de masas.

Para la elucidacion estructural de los compuestos quimicos aislados se utilizo
principalmente la espectroscopfa de resonancia magnética nuclear, tanto de hidrogeno
como de carbono (RMN-TH y RMN-13C respectivamente), y los diferentes experimentos
de correlacidn que permite esta técnica. Tambien se utilizaron, en los casos en que fue
necesatio, las técnicas de espectroscopia de ultravioleta e infrarrojo. Como ya se
menciono se uso un sistema acoplado de cromatografia de gases-espectrometria de masas
como apoyo para la elucidacion estructural de mezclas. Finalmente, se recurrié a la
espectrometria de masas para la caracterizacion de los compuestos puros.

Una vez realizadas las dos partes que conforman este trabajo de tesis, el
aislamiento y Ia elucidacion estructural, se pretende utilizar los compuestos obtenidos
como patrones para evaluar la variabilidad de los mismos en diferentes individuos de C.
corymbosa, y determinar el efecto de esta variabilidad en el desarrollo de dos herbivoros
naturales de esta especie en [a Estacion de Biologia Chamela. Se evaluarin dos especies de
mariposas que son: Mysoria affinis (Hesperiidae) e Hylesia lineata (Saturiidae). La
primera es un especialista, es decir, un herbivoro que se alimenta exclusivamente de una
especie de planta a lo largo de su desarrollo, y la segunda es un generalista extremo, es

decir que se alimenta de diversas especies vegetales a lo largo de su desarrollo.



ANTECEDENTES

1. Origen del Material de Estudio.

Las hojas estudiadas de C. corymbosa fucron colectadas en la Estacion de Biologia
Chamela. La estacién se encuentra en la costa del Estado de Jalisco, en el Municipio de la
Huerta. Fue fundada en 1971 y cuenta con un 4rea aproximada de 1600 hectareas (Lott,
1985). Lo mas impresionante cuando uno se aproxima a ella por carretera, es el impacto
de las poblaciones humanas en las cercanias de la estacion, los bosques originales han sido
reemplazados por monocultivos o por potreros, en los cuales la vegetacion original ha
desaparecido casi por completo, sin embargo, cuando se entra a la estacion la vegetacion
se muestra con toda la belleza propia de las zonas tropicales.

La vegetacion de la zona es basicamente del tipo de bosque tropical caducifolio,
segun la clasificacion de Rzedowski, La caracteristica mis notable de este tipo de
asociacion vegetal es la pérdida de hojas que dura de 5 a 8 meses del afio
(Rzedowski, 1986), lo que es una consecuencia del clima de las zonas en que se desarrollan
este tipo de bosques. Er; la region de Chamela el clima se clasifica como Aw en el sistema
de Koeppen, la precipitacion anual promedio entre 1977 y 1983 fue de 733 mm, de la cual
un 80.9% se recibi6 entre los meses de julio y noviembre (Lott, 1985), lo que causa el
comportamiento estacional de la vegetacion. Esta se encuentra dominada por arboles de

baja altura entre los que encontramos a individuos de la especie objeto de este estudio.



11 Descripcion Botéanica de Casearia corymbosa.

La presente descripcion fue extraida de la monografia nimero 22 de la Flora
Neotropica, dedicada a la familia Fiacourtiaceae (Sleumer, 1980).

Arbusto o arbol pequeiio, rara vez de méas de 20 m de altura y con el tronco de
hasta 30 cm. de didmetro; la corteza blancuzca, grisicea o café opaco, lisa, que se
desprende en pequefios pedazos rectangulares. Las ramas jovenes glabras o pubescentes,
rara vez tomentosas. Las hojas son desciduas o subpersistentes, variables en forma,
tamafio e indumento, comunmente eliptico-oblongas a obovadas, con el apice corto, rara
vez caudadas, u obtusas a redondeadas, la base mas o menos distintivamente oblicua,
ampliamente atenuada a obtusa-truncada, apenas cordiforme, membranosa a papiraceo,
rara vez subcoriaceo, densamente peliicido-punteado y lineado, glabra o pubescente sobre
todo al envés y en varios grados, glabrescentes, algunas veces persistentemente
pubescentes o incluso suaves-tumentulosas o velutinosas ausentes, serradas a serradas-
crenadas, o subenteras, 4.0-10.0(-18.0) cm de largo, (2.0-)3.0-5.0(-7.0) cm de ancho, las
nervaduras laterales mas bien irregulares, en 8-10(-12) pares, en relieve en ambas caras
aunque mayormente en la cara inferior, venas y venillas reticuladas més bién obscuras;
peciolo de 4.0-6.0 mm de longitud, glabro o pubescente, estipulas deitoideas, pequefias,
caducas. Inflorescencia axilar, corimbosa-corimbiforme, con (3-)6-12 flores, de 1.5-2,5
em de largo incluyendo el pediinculo de hasta 6.0 mm de largo; pedicelos de 2.0-4.0 mm
de largo  en floracidn, acrescentes en fructificacion, bracteolos deltoides, pequeiios.
Flores blancas a amarillentas o verdosas. 5 scpalos, clipticos a redondeados,
permaneciendo erectos en la floracion, algo puberulosos en ambas caras en general, 3.0-
4.0 mm de largo; anteras oblongas, 0.7 mm de l;;rgo. Estambre usualmente 8, subiguales;
filamentos glabros de 2-3 mm de largo; anteras oblongoides. Lobulos del disco lineales-
espatulados, peludos, 1.0-1.5 mm de largo. Ovario oveide, escasamente peludo sobre todo

en la parte superior, atenuado hacia un estilo corto; estigma capitado. Capsula globosa a



elipsoid'e, subtriqueto, usualmente con tres crestas prominentes bajas , o si hay varias
semillas triquetros (cuando se secan) con tres crestas mas prominentes o alas cuando el
fruto tiene 1 o 2 semillas de 1.0-1.5 cm de largo y 1-1.2 cm de diimetro; pericarpo
anaranjado-amarillento o rojizo cuando fresco, rojo obscuro o negruzco cuando se
encuentra seco, las tres valvas recurvadas en dehiscencia, exponiendo un arilo escarlata
alrededor de la semilla o semillas, estas ltimas ovoides-angulosas alrededor de 0.7 cm de

largo; 1a testa recubierta con glandulas resinosas.

IMI. Estudios Fitoquimicos Previos.

La informacion existente hasta ahora sobre especies de la familia Flacourtiacea se
debe sobre todo a estudios realizados en géneros del Viejo Mundo. En representantes
neotropicales de esta familia, se han aislado principalmente alcaloides. Se sabe que
algunos géneros como Abatia, Banara, Carpotroche, Casearia y Xylosma, son evitados
por el ganado. La familia Flacourtiaceae es la tinica en la que se han encontrado acidos
grasos ciclopentenilicos {Sleumer, 1980). Dentro de los 4cidos aislados encontramos al

dcido hydnocéarpico (fig. 1) obtenido de Hydnocarpus kurzii (Rosenthal y Janzen, 1979)

Ty

o]

fig 1.- Acido hydnocarpico, un 4cido graso ciclopentenilico,

Las tribus de las que se han aislado este tipo de compuestos son las siguientes: Pangieae,

Oncobeae, Flacourtieae e Idesiinae (Rehfeldt, Schulte y Spener,1980). De hojas de



Caloncoba echinata ( tribu Oncobeae), y de semillas de Hydnocarpus anthelminthica

( tribu Pangieae) se aislo el aminodcido no proteico ciclopentenilglicina (fig. 2)

coo
H-C—NHy

O

Fig. 2.- Estruciura de la Ciclopentenilglicina

Este compuesto es un precursor en la biosintesis de los acidos grasos ciclopentenilicos
{Cramer, Rehfeldt y Spener, 1980).

Esta reportado el aislamiento de los triterpenos pentaciclicos derivados del
friedelano que se ilustran en la figura 3, de Hydnocarpus octandra, esta especie es

endémica de Sri Lanka (Gunasekera y Sultanbawa,1977).

Ri=H;, 0, a-OH y -H, a-OAc y B-H, a-Hy B-OH
Ry=H, OH 6 CO,H

fig 3.- Triterpenos aislados de Hydnocarpus octandra.



Existen pocos informes ¢n la literatura sobre €l género al que pertenece el 4rbol
estudiado con respecto al aislamiento y determinaci6n de las estructuras moleculares de
constituyentes qufmicos. Con inclusion de C. corymbosa, existen estudios publicados
sobre cuatro especies del género, siendo las tres restantes, C. sylvestrys, C. graveolens y
C. pitumba.

De Casearia sylvestris se ha informado sobre el aislamiento de seis diterpenos de
tipo clerodano con actividad antitumoral. La figura 4 ilustra el esqueleto base de esos
compuestos. El mds interesante, por presentar la mayor actividad bioldgica, es el que esta
sustituido de la siguiente forma: R=CHj3, Ra=R3=R;=CH3CO y Rs=CH;(CH,)3CO.
(Itokawa, et. al, 1989). La tabla | muestra los patrones de sustitucién de los seis

compuestos aislados de esta planta.

Fig 4.- Esqueleto de los diterpenos aislados de Casearia sylvestris.



Tabla 1

Patrones de Sustitucién de los Diterpenos Asilados de Casearia sylvestris.

R1 R2 R3 R4 RS
1 CH; CH;C=0 CH,C=0 H CH,(CH2),C0
I CH, CH,C=0 CH;C=0 CH,C=0 CH.(CH2),C0
m H CH;C=0 CH,C=0 CH,C=0 CH,(CH2),C0
v H CHCHY),co0  CHyC=0 H CH\(CH2),C0
v H H CH3C=0 CH,CH, CH,(CH2),€0
vi H H CH;C=0 CH,CH, CH,(CH2),C0

De semillas de la especie Casearia pitumba se reporta el aislamiento de un
diterpeno del tipo kovaleno al cual los autores han llamado pitumbina (fig. 5) (Guillet,
Stoven y Lallemand, 1988). Es interesante notar que la estructura de este compuesto es

parecida a la de los compuestos aislados de C. sylvestris.

Fig. 5.- Estructura del diterpeno Pitumbina.

De 1a corteza de Casearea graveolens se aisi6 un cumarindiol, cuya estructura no
se encontraba descrita en la literatura y que corresponde al casegravol (fig. 6) (Talapatra,
et. al., 19802). En un articulo posterior (Talapatra, et. al., 1980b), los mismos autores

reportan el aislamiento y caracterizacién de todos los constituyentes del material vegetal



que estudiaron. De estos constituyentes la micromelina (fig. 6) fue la mas abundante.

También aislaron P-sitosterol y otras dos cumarinas conccidas como componentes

minoritarios.
Me. H
OH
me CH,CH
casegravol micromelina

Fig 6.- Cumarinas presentes en Casearia graveolens,

Sobre Casearia corymbosa, existe un articuto que informa sobre el aislamiento de 15
diterpenos del tipo clerodano de la corteza del tallo. Nueve de estos compuestos fueron
reportados por primera vez y el resto son conocidos. La corteza fue colectada en El
Parque Nacional de Santa Rosa, en la Provincia de Guanacaste en Costa Rica (Khan, ef.
al., 1990). Uno de los diterpenos aislados de esta planta es la pitumbina (fig. 5), diterpeno
presente en C. pitumba. También informan estos autores el aislamiento y elucidacion
estructural del diterpeno 6f-cinamato de 2P-acetoxiisozuelanina (fig. 7), que fue obtenido
de esta planta, pero que fue aislado por primera vez en la especie Zuelenia guidonia
(Flacourtiaceae). De los diterpenos aislados siete son enantiomeros del esqueleto de la

isozuelanina y dos pueden ser considerados como precursores de los anteriores.
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fig 7.- 68-cinamato de 2(-acetoxiisozuelanina aislado de Casearia corymbosa

Los patrones de sustitucion para los diterpenos aislados de la corteza de Casearia

coryrnbosa son 10s siguientes:

J l"o ORz
o]
oA\

LR =Ac¢R;=Cin

1L Rl = Fen, Rz =H

HL R, = COCH(Me)Et, Ry =H
IV. R, = COCH(Me),, R,=H



V. COCH(MeJEt, R, =CH,
VI. R, = COCH(Me),, R;=CH,

VIL.R=H
VHL R = Ac
IX. R =COCH(Me)Et

De esta revision se puede concluir que en la familia Flacuortiaceae, pero en
particular en el género Casearea, los metabolitos secundarios mas abundantes en los
tejidos vegetales estudiados son terpenos, especificamente diterpenos biciclicos y

triterpenos pentaciclicos, asi como cumarinas.



RESULTADOS

A partir del material vegetal, las hojas frescas de Casearia corymbosa, se obtuvo
un extracto crudo al macerarlo con metanol. Este extracto se extrajo con acetato de etiloy
diclorometano, constituyéndose de esta manera los tres extractos que se trabajaron: el
acuoso-metanolico, el de acetato de etilo y finalmente, el de diclorometano,

De las fracciones 29 a la 34 de la columna cromatogréfica a presion reducida
{CCPR) del extracto de diclorometano se aislo un aceite de color marron que el analisis
por cromatografia en capa fina mostré como un producto puro. Con una muestra de este
aceite se obtuvieron espectros de UV e IR. Del primer espectro no fue posible realizar
asignaciones importantes, y para e! espectro de IR se observaron bandas de asignacion
para C-H alifaticos, vinilicos y la banda def oxhidrilo, también se abtuvieron espectros de
RMN de 'H (200 MHz) y 13C (75.5 MHz), utilizando benceno deuterado como disolvente
y tetrametil silano (TMS) como referencia interne. En el espectro de RMN-IH (espectro
1} se distinguen 6 tipos de sefiales, en 5.34 ppm se tiene una sefial que integra para un
proton y que por su desplazamiento quimico comesponde a un hidrogeno vinilico, De
acuerdo a la multiplicidad y a la constante de acoplamiento mostrada por la sefial de este
proton, el mismo se encuentra vecino a un par de protones a través de una ligadura
sencills, lo que causa que la sefial se divida en tres (J=6.8 Hz), y a tres protones que se
encuentran acoplados a través de una insaturacion, de acuerdo al valor de la constante de
acoplamiento (J=1.3 Hz) observada para otras sefiales. Esta vecindad causa que cada una
de las sefales se divida nuevamente en cuatro picos. Las constantes de acoplamiento
observadas son: para el triplete 6.8 Hz, y para ¢l cuarteto 1.3 Hz, Estas constantes de
acoplamiento son las mismas observadas para dos sefiales adicionales, un doblete-
dobleteado que se encuentra en 3.98 ppm (J=6.8 Hz), que integra para dos protones y
que por lo tanto corresponde a los hidrogenos del metileno (Hg en la figura 8) base de una

funcion oxigenada, y un doblete en 1.52 ppm (J= 1.2 Hz) que integra para tres protones

13



que corresponde a un metilo sobre un carbono cuaternario {H, en la figura 8). De los
valores de las constantes de acoplamiento y por la muliplicidad observada para las sefiales
descritas se puede concluir que la doble ligadura presenta una configuracion E. De esta
informacién se desprende que se tiene como fragmento estructural una unidad de isopreno

con configuracion E en el doble enlace (fig. 8).

He
HiGy e
Ly OR,
R{ Hb
Figura 8

Adicionalmente, en 1.93 ppm se observa un triplete que integra para dos
hidrogenos. Esta sefial, por su desplazamiento quimico corresponde a un metileno slitico
vecino a una insaturacion, se propone que es ¢! sustituyente en R,. Alrededor de 1.28
ppm, aparecen seilales que corresponden a metilenos, y en 0.88, 0.90 y 0.91 ppm se
localizan tres singuletes que corresponden a metilos, lo que hace suponer que la unidad de
isopreno se repite por lo menos tres veces.

En el espectro de RMN-13C (espectro 2), aparecen 18 sefiales, Por medio de un
experimento DEPT es posible saber que 4 corresponden a catbonos de grupo metilo, 9 de
metileno, 3 de metino y el que resta es un carbono cuaternario. La sefial del metileno
unido a oxigeno se encuentra en 59.38 ppm. Existe una diferencia entre el espectro de
resonancia magnética protonica (RMN-!H) y el de resonancia magnética de carbono
{RMN-13C) en cuanto al nimero de atomos de carbono, en el primero calculado por el
nimero de protones que se obtiene de la integracidn y en el segundo por conteo directo de
las sefiales presentes, se debe a que este aceite es una mezcly, lo cual fie comprobado

mediante cromatografia de gases.



De esta mezcla aceitosa, se acetilaron 20 mg con anhidrido acético y piridina para
comprobar la presencia del grupo hidroxilo, evidenciado en e! espectro de IR y para
observar el efecto del nuevo sustituyente en los desplazamientos quimicos. En el espectro
de IR del derivado acetilado se observa, comparativamente con et del producto original, la
banda de absorcion correspondiente al grupo carbonilo en 1720 cm-! y la del enlace
carbono-oxigeno en 1115 cm-!. En el espectro de RMN- 'H de este mismo compuesto se
tienen las mismas sefiales que en ef producto natural, mis la sefial que corresponde al
metilo del acetato. La sefial del metileno vecino a la doble ligadura se desplazd a campo
bajo, presentando un desplazamiento quimico de 4.59 ppm (AS= 0.61 ppm), lo que
demuestra que éste esta enlazado al oxigeno, y por lo tanto, es posible asignar a R; como
un hidroxilo. Las demas sefales conservan su desplazamiento quimico en este derivado
con respecto al producto natural.

Una muestra de 20 mg de esta mezcla de compuestos fue reducida por medio de
una hidrogenacion catalitica con Pd/C. En el espectro de RMN-H de los productos de
reaccion es notable la ausencia de la sefial del proton vinilico del producto natural y la
presencia de un multiplete en 3.68 ppm, que integra para dos hidrogenos. Esta sefial
corresponde al metileno generado de la reduccion de la doble ligadura del producto
natural. Con esta informacion es posible proponer la siguiente estructura general para los

constituyentes de esta mezcla (1).

A

n
1) .
La misma mezcla de compuestos se aisld en menor cantidad a partir del extracto
de acetato de etilo. De esta mezcla se obtuvieron en total 3.07 g.
Si en la formula propuesta para el compuesto anterior, n es igual a uno, e}

compuesto corresponde al 3,7,11-trimetil-2E-dodecen-1-0l, que puede ser considerado
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derivado del farnesol. Este derivado se encuentra reportado como producto de sintesis
(Julia y Roy, 1986), y los resultados y asignaciones realizados por estos autores penmiten
compararlos con los datos obtenidos del espectro de RMN-13C (espectro 2) para el

producto natural obtenido de C. corymbosa (tabla 2).

Tabla 2
Datos de RMN-13C del Producto Natural (1) (n=1) (espectro 2)
Desplazamiento Quimico (ppm)

Producto natural 3,7, 11-trimetil-2£-dodecen-1-o} Asignacién

16.18 16.2 CH,
19.76 198 CH,
22.63y22.73 227 2CH;
24.80 249 CH,
25.15 252 CH,
27.08 28.0 cH
32.30 32.8 CH
36.69 37.0 CH,
37.30 373 CH,
3938 394 CcH,
39.88 399 CH,
59,38 592 CH,
123.08 123.0 cH
140.16 139.4 : C

Esta comparacion permite corroborar ia estructura propuesta y concluir que es
probable que uno de los componentes mayoritarios de la mezcla sea el 3,7,11-trimetil-2£-

dodecen-1-ol. Los datos espectroscopicos tanto de RMN-H como de RMN-13C del

16



alcohol y del derivado acetilado de estos autores son congruentes con los obtenidos para
la mezcla aislada y el derivado acetilado obtenido. Si n fuera dos, €l compuesto con tres
unidades saturadas de isopreno seria el trans-fitol. Sims y Pettus, informan el aislamiento
del trans-fito} de Gracilaria andersoniana ( Sims y Pettus, 1976). La comparacién de sus
resultados de RMN-tH con los obtenidos para la mezcla apoyan [a propuesta estructural,
por lo que el frans-fitol puede considerarse constituyente del material vegetal bajo estudio.
Es pertinente seflalar que el analisis por cromatografia de gases acoplado con

espectrometria de masas no proporciond informacion interpretable.

De las fracciones 43-57 de la columna original del extracto de acetato de etilo, se
aislo por medio de una cromatoplaca preparativa (usando una placa de 20 x 20 cmy 2
mm de espesor), un sblido blanco del cual se obtuvieron los espectros de IR, masas y
RMN de 'Hy 3C. En el espectro de infrarrojo se observan las bandas propias de gruros
metoxilo (2952 y 1378 cm-!), la banda de metilenos (829 cm-1) y la debida a! sobretono
de estos ultimos (1633 cm-!), y se observa ademas la banda correspondiente a una doble
ligadura disustituida (1437 em-1). Las sefiales de un hidroxilo fendlico (3588 y 1264 cm-
1y y finalmente las bandas caracteristicas de carbonilo (1708 cm-1) y del enlace C-O (1167
cm-l).

En el espectro de RMN-H ( espectro 7 )} se observan 7 sefiales, dos de las cuales
corresponden, de acuerdo a su desplazamiento quimico, a hidrogenos en un sistema
bencénico y dos que integran para dos protones en un sistema vinilico. El sistema
aromético estd formado por dos sefiales dobleteadas en 6.85 y 7.44 ppm, que integran,
cada una de ellas, para un hidrogeno. La constante de acoplamiento es de 8.6 Hz, lo que

corresponde a un sistema orfo (fig. 9).



Figura 9

El sistema de protones vinilicos en 7.65 y 6.31 ppm, tiene una constante de
acoplamiento para ambas sefiales de 16 Hz, lo que corresponde a una doble ligadura con

configuracion frans (fig.10).

Figura 10

El valor de esta constante de acoplamiento es igual a la reportada para acidos
cindmicos con diferentes patrones de sustitucion en el anillo bencénico (Dupin y Chenault,
1985). Asimismo, se observa un singulete en 3.80 ppm que integra para tres protones, que
corresponde a un metilo enlazado a un oxigeno. En 5.40 ppm se observa una sefial que
integra para dos protones; su desaparicion al agregar agua deuterada indica que
corresponden a hidrogenos hidroxilicos. El metoxilo, el grupo vinilico y el hidroxilo se
encuentran unidos ai anillo bencénico,

Por su desplazamiento quimico, uno de los protones vinilicos es vecino al
carbonilo (6.31 ppm), y el otro al anillo bencénico y conjugado con el grupo carbonilo
(7.65 ppm).

De la reaccion de metilacion de este producto natural se obtuvo el espectro de
RMN-IH (espectro 8), en el cual aparece una sefial adicional de metoxilo, la cual
corresponde a la formacion del ester de un é4cido. Con esta informacion es posible
proponer que ¢l compuesto corresponde a un derivado del acido cinimico con dos

protones orfo uno con respecto al otro en el anillo bencénico (figura 11).
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Figura 11

De los sustituyentes en los &tomos de oxigeno, dos corresponden a hidrégenos y el
tercero a un metilo, evidenciado por la sefial en 3.8 ppm en el espectro de RMN-!H. Para
determinar €l patron de sustitucién del anillo se compararon las sefiales observadas en el
espectro de RMN-'H para los protones aromaticos con aquellas reportadas para un
compuesto similar, el dcido 2,4-dimetoxicindmico (Sadtler, 2205 M), del espectro de este
compuesto se pueden comparar los desplazamientos de los hidrogenos en el anillo
aromético. Los dos protones que se encuentran orfo en este compuesto presentan
desplazamientos quimicos de 7.57 ppm y 6.57 ppm, los del producto natural aislado son
de 7.44 ppm y 6.85 ppm. El desplazamiento quimico de 7.44 ppm para un hidrégeno del
producto natural sugiere que en este compuesto la posicion orto se encuentra vecina al
residuo vinilico. Se calcularon los desplazamientos de los hidrégenos aromaticos a partir
de tablas (Pretsch, er al, 1980) para tratar de determinar el patrén de sustitucién del anillo
bencénico. Aunque la informacion arrojada de estos clculos no es concluyente, es posible
proponer que el patron de sustitucion més probable para este compuesto es aquel en el
cual el metilo se encuentra en R, y, por lo tanto, la estructura propuesta para este
producto natural corresponde al acido 2,4-dihidroxi-3-metoxi-cindmico (2).

No se encontrd esta estructura en Chemical Abstracts de 1950 a la fecha.

Tampoco se encontro registrada en ¢l banco de datos de productos naturales.



OH
HO OH
OCH;3

@

De la reunion de las fracciones 82-106 de la columna original del extracto de
acetato de etilo se obtuvo un compuesto solido blanco que se purificé por medio de una
cromatoplaca preparativa. El espectro de RMN-TH (espectro 9) para este compuesto
muestra una sefial singulete en 3.78 ppm correspondiente a un metilo unido a oxigeno.
Un sistema vinilico con dos sefiales dobleteadas en 6.23 y 7.57 ppm con una constante de
acopiamiento de 15.9 Hz para ambas sefales, que comeponden a un doble enlace
disustituido trans .

Aparecen ademas las sefiales para un sistemna aromético de tipo ABX. Estas se
encuentran en 6.92 ppm (= 1.6 Hz), 6.87 ppm (J=9.5 Hz) y 7.09 ppm (J=1.6 Hz). De tal
forma que se tienen dos protones orfo y un tercero mefa a uno de los anteriores y para al

otro (fig. 12).

H
*
* *
H
Figura 12

Derivado de ests informacién y de acuerdo con la similitud con el espectro de
RMN-IH del compuesto (2), se pueden proponer dos estructuras probables para este
producto natural, que corresponderian al 4cido 4-hidroxi-2-metoxi-cindmico o al dcido 2-
hidroxi-4-metoxi-cindmico. Por comparacién con los datos publicados para el acido 2,4~

dimetoxicinAmico (Sadtler, 2205 M) se puede concluir que el compuesto aisiado
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comresponde al dcido 2-hidroxi-4-metoxi-cindmico (3), la diferencia en los desplazamientos
quimicos de fos hidrogenos en et anillo aromitico en ambos compuestos se debe a la
sustitucion del metoxilo det compuesto reportado por un hidroxilo en el producto natural.
Los desplazamientos quimicos para los protones aromaticos se calcularon por medio de
tablas de desplazamiento quimico (Pretsch, ef ai, 1980), los resultados obtenidos apoyan
Ia propuesta estructural. Al igual que en ¢l producto natural precedente, no fue posible
encontrar esta estructura en el Chemical Abstracts de 1950 a la fecha, ni en el banco de

datos de productos naturales.

@ S>"0H
CH;0

OH
3

De las fracciones reunidas 107-140 del mismo extracto y columna, se aislé un
compuesto salido blanco del cua! se obtuvo un espectro de RMN-1H (espectro 10), En el
espectro aparecen cuatro seflales, de las cuales dos corresponden a un par de protones en
un sistema vinilico. Los desplazamientos quimicos para estas sefiales son de 7.61 y 6.25
ppm (J= 15,8 Hz). Las otras dos sefiales que integran para dos protones se encuentran en
6.85 y 7.39 ppm (J=8.6 Hz), estas dos tltimas sefiales corresponden a dos protones en
posicion orto, en un sistema aromitico, los desplazamientos quimicos de estos hidrdgenos
sugieren que el sistema orfe se encuentra vecino al fragmento vinilico. Asi, este espectro

corresponde a un &cido cindmico trisustituido en et anillo bencénico (fig. 13).
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Figura 13

La ausencia de otras sefiales y los desplazamientos quimicos de los protones del
anillo bencénico, asi como la banda correspondiente a 1a vibracion de hidroxilo fendlico
en el espectro de infrarrojo (3683 cmrl), indican que los sustituyentes deben ser hidrox;los,
por lo que el compuesto aislado es el acido 2,3,4-trihidroxi-cinimico (4). Los datos
obtenidos son congruentes con los reportados en la literatura para compuestos analogos

(Cannon, et al, 1973) y con los calculados a partir de tablas.

o
OH

HO CH
OH

4

Un sélido incoloro fue aislado de la reunién de las fracciones 141-172, después de
trabajarlas en una columna cromatografica. Del conjunto de resultados espectroscpicos
se pudo obtener su estructura molecular, Asi, el espectro de RMN-!H (espectro 11)
presenta sefiales para dos hidrogenos en un sistema aromético, un par de protones
vinilicos y dos metilos base de oxigenc. El sistenia aromatico estd formado por dos sefiales
dobleteadas en 6.81 y 7.35 ppm. La constante de acoplamiento es de 8.8 Hz, lo que indica
que los protones se encuentran oro uno con respecto al otro. Las sefiales para los

protones alilicos también se encuentran dobleteadas en 7.65 ppm y 6.24 ppm, la constante
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de acoplamiento para estas sefiales corresponde a un patrén de sustitucion frans. Los
singuletes para dos metilos unidos a oxigeno se encuentran en 3.89 y 3.93 ppm. De
manera analoga a los casos anteriores y por la similitud de las sefiales del espectro de
RMN-IH de este compuesto con los anteriores se propone al icido 2-hidroxi-3,4-

dihidroxi-cindmico (5) como {a estructura de este preducto natural,

OH

CH,0 OH
CH,

(5)

En Ia tabla 3 se presentan los desplazamientos quimicos de los protones de los
cuatro derivados del é4cido cinimico aislados, son notorias las similitudes en los
desplazamientos quimicos de los protones vinilicos en los cuatro compuestos, y en el caso
de los protones bencénicos se pueden apreciar las diferencias de desplazamiento causadas

por los diferentes patrones de sustitucion.
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Tabla 3
Despluzamientos Quimicos de los Protones de los Derivados del Acide Cindmico

Aislados de Casearia corymbosa,

Desplazamiento de los Protones (ppm).

Estucwra 2 3 2 3 a4 5 6
@ 6.31 765 540(ow) - S5AO(w) 685 7.44
3) 623 7.57 - 6.87 - 692 7.09
@ 625 161 - - - 686 739
5 624 165 - - - 6.81 735

Un compuesto sélido amarillo se obtuve de las fracciones 234-247 de la columna
principal del extracto de acetato de etilo. El anélisis elemental indica que la composicion
del mismo es : C-58.36%, H-5.57% y 0-36.22%, lo que establece la formula molecular
C,sH;40; la cual posee 9 insaturaciones. Aualizando el espectro de RMN-UH (espectro
12) se concluye que hay dos sistemas aromdticos, uno de ellos que integra para tres
protones y presenta las siguientes sefiales: un doblete en 6.82 ppm con una constante de
acoplamiento de 8 Hz (or1o) asignable al protén Ha de la figura 14, un doblete-dobleteado
en 6.74 ppm con dos constantes de acoplamiento de 2.0 Hz (mera) y 8 Hz (orto) y un
doblete en 6.91 ppm con una constante de acoplamiento de 2.0 Hz correspondiente a He.

Este es un anillo aromadtico trisustituido como el que se ilustra en la figura 14.
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Ha
Ry Hb

R Ry
He

Figura 14

El segundo sistema aromético integra para dos hidrogenos y sus sefiales se
encuentran €n 6.03 y 5.91 ppm, las dos sefiales se encuentran dobleteadas y la constante
de acoplamiento es de 2.2 Hz, lo que corresponde a una relacion meta entre los protones

(figura 15).

H
Rq Ry
Rg H
Rs
Figura 15

En 4.60 ppm se encuentra la sefial dobleteada de un protén con una constante de
acoplamiento de 7.6 Hz, la multiplicidad de la sefial permite deducir el fragmento

estructural A donde este hidrégeno corresponde a H, figura 16.

H,

| N

Figura 16 (fragmento estructural A)

Este proton se encuentra acoplado con un segundo hidrogeno H,, pues presenta el
mismo valor para la constante de acoplamiento (7.6 Hz) cuya sefial aparece para este

ltimo como un triplete-dobleteado en 3.99 ppm. El valor de la segunda constante de
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acoplamiento y la multiplicidad de la sefial indican su vecindad a un grupo metileno (Hy y
Hy, fragmento estructural B). Finalmente Hy y H, aparecen como dos dobletes-
dobleteados con integracion para un protén cada uno, en 2.92 ppm (Jvec=5.5 y Jgem=
16.1 Hz) y en 2.54 ppm (Jvec=8.2 Hz y Jgem= 16.0 Hz). Estas cuatro sefiales permiten

construir un sistema como el mostrado ¢n la figura 17.

Ry
Rig H,
Hs

Figura 17 ( Fragmento estructural B)

En el espectro de RMN-!3C (espectro §3) destacan las sefiales de los carbonos
correspondientes a los sistemas arométicos y aliféticos que corroboran los fragmentos
estructurales propuestos. Para la porcion alifética se observa un metino unido a oxigeno
en 65.86 ppm, por lo que Ry, podria corresponder a un hidroxilo. En el espectro de
RMN-13C se aprecian las sefiales de un metileno en 29.60 ppm, y en 78.1 ppm se
encuentra la sefial de un carbono alifico trisustituido base de hidrogeno cuya sefial también
se encuentra en 4,59 ppm en el espectro de RMN-H, El desplazamiento a campo bajo de
la sefial indica que este hidrogeno esta sustituido con grupos desprotectores como fenilos
u oxigeno, el grupo con oxigeno debe corresponder a un fenoxido. De esta manera se

puede proponer la siguiente sustitucion para Ry, Ry y Rg (fig. 18).
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Figura 18

En 155.35, 155.11, 154,34 y 143.71 ppm se encuentran las sefiales de carbonos
aromaticos unidos a oxigeno, lo que permite sustituir los anillos aromaticos con
hidroxilos, en las posiciones Ry, R;, Rg ¥ Ry en las figuras 14 y 15. De esta manera se
propuso la siguiente estructura para este compuesto (fig. 19), y de acuerdo con el indice
de insaturacion de 9 es posible deducir la presencia de un tercer ciclo que debe estar
formado entre la porcion alifitica y el anillo aromitico A, El andlisis elemental

corresponde por lo tanto a la formula molecular CysH;4,0,H,0.

Figura 19

La acetilacion de este producto natural permitié obtener el derivado peracetilado.
El espectro de RMN-IH (espectro 14) del mismo presenta las mismas sefiales para los
sistemas aromaticos, pero desplazadas a campo bajo (Ad= 0.38 (Hg), 0.42 (Hg), 0.46
(Hy), 0.62 (Hy), 0.67 (Hy) ppm), ademds presenta dos sefiales adicionales para metilos de

acetato, una en 2,29 ppm que integra para 12 protones que corresponden a los acetatos de
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los anillos arométicos, y otra sefial en 2.00 ppm que integra para tres protones, que
corresponde al sustituyente del carbono 3. De esta manera se comprobd que los
sustituyentes de los anillos aromaticos y del carbono alifatico (3) son, en el producto
natural, hidroxilos. Del compuesto cabria determinar la configuracién absoluta de los
atomos de carbono 2 y 3, pues permiten la existencia de 4 estereoisdmeros como lo

muestra la figura 20.

¥/ S ¥/O __.jlq)
‘\I.OH g aH
H OH
(R) 8)

{©) - D)

(A).- (-)-Epi-cetequina. (B).- (+)-Epi-catequina
(C).-(-)-Catequina. (I).- (+)-Catequina
Figura 20

Para ésto se determino la rotacion especifica del compuesto, la cval tiene un valor
positivo. En la literatura se encuentran reportados dos diastereoisomeros como productos
naturales, la (+) catequina, que corresponde al diasterecisomero D y la (<) epi-catequina
que cormresponde al compuesto con la conﬁguraéién A (Harborme y Mabry, 1982). La
constante de acoplamiento para los protones enlazados a estos atomos de carbono (2 y 3)
es de 7.6 Hz, valor correspondiente a dos protenes que se encuentran pseudoaxiales ( fig.

21).
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Figura 21
- De esta manera se puede concluir que el producto natural aislado es l1a (+) catequina (6) y

¢l producto de sintesis corresponde al compuesto peracetilado (7).

oH

Q)]

Un aceite amarillo se obtuvo de la fraccién 24 de la columna del extracto de
acetato de etilo, asi como de la reunién de las fracciones 12-19 de la columna del extracto
de diclorometano. De este Gltimo extracto fue de donde se aislé en mayor cantidad, Su
espectro de IR muestra las siguientes bandas; en 2855 cm! la que corresponde a la
presencia de grupos metoxilo, en 2926 cm-! 1a banda cosrespondiente al alargamiento del
enlace C-H, en 1657 cm! la sefial de alquenos con un patrén de sustitucién cis, asi como

en 1437 corl. En 1729 cmc!, 1365 cm! y 1070 cm! las sefiales de carbonilo yen 1175
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cm la banda que indica que este carbonilo es de un ester. En el espectro de RMN-H
(espectro 15) se encuentran 8 sefiales, de estas un singulete con un desplazamiento
quimico de 3.66 ppm, que integra para tres protones corresponde a un metilo unido a
oxigeno (metoxilo). Se observa un multiplete de protones vinilicos en 5.36 ppm, esta sefial
integra para 6 protones, lo que corresponderia a tres insaturaciones. Un triplete en 0.97
ppm puede asignarse, de acuerdo a su multiplicidad, a un metilo vecino a metileno siendo
la constante de acoplamiento de 7.4 Hz. El espectro COSY ( espectro 17) corrobora la
vecindad entre este metilo, que esta acoplado con un metileno, cuya sefial es un cvarteto
dobleteado en 2.05 ppm. El hecho de que el cuarteto se encuentre dobleteado indica que
este metileno es vecino a un hidrdgeno, que por su desplazamiento quimico es vinilico,
tomando en consideracién que se tienen dobles ligaduras disustituidas cis como lo indica
el espectro de IR, se puede suponer que un extremo de la molécula corresponde al
fragmento estructural mostrado en la figura 22.

="

H

Figura 22
Un doblete dobleteado que integra para cuatro protones centrado en 2.81 ppm
corresponde a metilenos vecinos a dos hidrogenos vinilicos (doblemente alilicos) por lo

que R corresponde a estos metilenos, cada uno de ellos entre dos insaturaciones (fig. 23).

P~

Figura 23
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La naturaleza del grupo R' se puede deducir de la sefial formada por un triplete
dobleteado con un desplazamiento quimico de 2.08 ppm correspondiente a un metileno
vecino a una insaturacion (R').

Un triplete que integra para dos protones corresponde a un metileno vecino a un
carbono con dos hidrogenos, de acuerdo a la multiplicidad de la sefial que se encuentra en
2,30 ppm, y debe corresponder a un metileno vecino al carbonilo evidenciado en el
espectro de IR. Finalmente, se observa una sefial multiplete centrada en 1.31 ppm que por
su integracion corresponde a una cadena de cinco metilenos. En el espectro de RMN-13C
(espectro 16) en 174 ppm se presenta una sefial para carbono cuaternario que corresponde
al grupo carboniio; entre 131.80 y 127.00 ppm se observa los grupos de sefiales
caracteristicas de los carbonos de tipo vinilico. Por medio de un COSY se comprobé la
vecindad propuesta para los protones en esta molécula.

El espectro de RMN-13C para este compuesto presenta 14 sefiales, algunas de las
cuales han sido discutidas con anterioridad. Por medio de un DEPT se puede determinar
que dos de las 14 sefiales corresponden a metilos, entre 14.23 ppm y 51.39 ppm, el
desplazamiento de esta Ultima sefial indica que este metilo es cl basc de oxigeno. Las
sefiales con desplazamientos quimicos entre 34.0 y 20.5 ppm corresponden a los metilenos
de este compuesto. En este espectro solo se aprecian 14 sefiales, aunque ésto se debe a
que algunas de ellas estan sobrepuestas. E| grupo metoxilo evidenciado en los espectros
de IR y RMN-IH indica que el compuesto es un ester metilico. Los datos antes
mencionados permiten proponer al ester metilico del dcido linolénico (8) como este

producto natural,

/\:/\-_-/\:,/\/W\H/O\
{8)
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El espectro de RMN-IH se comparé con el obtenido para un estandar de esta
sustancia (Sadiler, 16004 M) comprobéndose de esta manera que ambos tienen las mismas
sefiales y desplazamientos quimicos.

Los compuestos presentes en la fraccion 42 del extracto de diclorometano, se
aislaron e identificaron por medio de cromatografia de gases acoplado a espectrometria de
masas, Los patrones de fragmentacion observados en los espectros de esta mezcla son
caracteristicos de &cidos prasos, pudiéndose observar en todos los casos los fragmentos
consecutivos correspondientes 2 pérdidas de 14 unidades de masa. Las propuestas
estructurales obtenidas al comparar los espectros con los datos de una biblioteca incluida
en ¢l equipo se corroboraron por andlisis directo de los mismos, Los compuestos de esta
manera aislados, segin su orden de elucion, son los siguientes: decenoato de metilo (9),
palmitato de metilo (10), heptadecanoato de metilo (11), oleato de metilo (12), y estearato

de metilo (13).

(11
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(12)
MO\
(13)

Un solido cristaltno incoloro se aisld de varias fracciones de la 23-76 de la
columna del extracto de acetato de etilo, al igual que de las fracciones 44-71 del extracto
de diclorometano. El espectro de RMN-!H de este compuesto presenta las siguientes
sefiales: un doblete-dobleteado en 5.34 ppm con una constante de acoplamiento de 6.4 Hz
que integra para un hidrogeno vinilico. Un multiplete en 3.65 ppm que integra para un
proton. Una sefial dobleteada en 2.29 ppm con una constante de acoplamiento de 6.2 Hz,
asi como varias sefiales para metilos y metilenos. El punto de fusion determinado para
este compuesto fue de 139-140 °C, por lo que se decidid compararlo con una muestra
auténtica de P-sitosterol, Con la muestra auténtica se hizo una cromatoplaca comparativa,
para determinar si tenian el mismo Rf'y coloracidn al revelar con sulfato cérico aménico, y
una prueba de firsion con la mezcla del producto natural aislado. El punto de fusién de Ia
mezcla fué de 138-139, Estos resultados permitieron comprobar que la sustancia aislada es

B-sitosterol (14).

&
-~

o
e,

HO
(14)
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De la columna del extracto acuoso-metandlico se aislaron dos productos naturales

después de hacer un analisis por CCF y acetilar las fracciones en las que se encontraban

estos constituyentes mayoritarios, para de esta manera poder purificarlos. De los dos

compuestos aislados se obtuvieron los espectros de RMN-'H, estos espectros muestran

las sefiales caracteristicas de azucares por lo que se les comparé con espectros obtenidos

para estandares de los mismos. De esta manera se determind que estos compuestos

corresponden a la  B-D-glucosa peracetilada (15) (Sadtler, 17082M) y a la sacarosa

peracetilada (16) (Sadtler 12573M),

AcO
Al

oAc  OAc
(16)
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DESARROLLO EXPERIMENTAL

Las hojas de Casearia corymbosa colectadas en la Estacion de Biologia Chamela,
fueron transportadas frescas y en hielo seco a las instalaciones de! Instituto de Quimica.
Esto se hizo con la finalidad de evitar en la medida de lo posible la pérdida o
descomposicion de constituyentes de las hojas. Al tejido vegetal se le elimind el hielo
remanente y el exceso de agua, contandose con aproximadamente 6 Kg de material
vegetal. Las hojas fueron maceradas en 18 litros de metanol en tres ocasiones a
temperatura ambiente, concentrando el extracto en cada una hasta un volumen
aproximado de 1 litro. A los tres litros acumulados en el proceso de maceracion se les
hicieron extracciones sucesivas con acetato de etilo y diclorometano. Al final de este
proceso de separacion se obtuvieron los tres extractos con los que se trabajo: el extracto
acuoso-metandlico, el extracto de acetato de etilo y el de diclorometano. De los tres
extractos anteriores se hizo una cromatoplaca comparativa para contar con una primera
aproximacion de la complejidad de la mezcla de cada extracto. Las cromatografias en
columna se realizaron con Silica gel 60 Merck (malla 70-230 ASTM) y los andlisis por
medio de cromatografia en placa fina con placas Merck-F-254. Para revelar estas placas se
utilizé un revelador de luz ultravioleta a longitudes de onda de 365 y 254 nm y una
solucion de sulfato cérico al 1% en acido sulfirico 2N. Los puntos de fusion no
cotregidos se determinaron con un aparato Fisher-Johns.

Para determinar la estructura de los productos naturales aislados se aplicaron las
técnicas espectroscopicas comunes, Los espectros de IR fueron obtenidos en pastilla de
KBr o en solucion de cloroformo como lo indica cada espectro. Se utilizé un
espectrofotémetro Perkin-Elmer 283-B. Los espectros de RMN-1H se obtuvieron a 80,
200 y 300 MHz como indica cada espectro, y para ello se utilizaron los espectrémetros
analiticos Varian FT-80 A, Varian XR-300 y Varian-Gemini 200A utilizando diversos

disolventes y como referencia interna tetrametil silano (TMS). Los espectros de RMN-13C
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se obtuvieron con un equipo Varian XR-300 a 75.4 MHz. En algunos casos se utilizaron
técnicas especiales como COSY y HETCOR. Los espectros de ultravioleta se obtuvieron
con un espectrofotémetro Perkin-Elmer 552 en soluciones metandlicas y a rotacion dptica
se determind en un polarimetro Perkin-Elmer modelo 241. Para la mezcla de acidos grasos
se utilizo un espectrometro de masas Finnigan-Mat, modelo INCOS 50 B, la energia de

ionizacion fue de 70 eV, acoplado a cromatografia de gases.

1. Extracto de Acetato de Etilo.

El primer extracto en trabajarse por presentar el mayor niimero de constituyentes
fue el extracto de acetato de etilo. De éste se obtuvieron 22.2 g en peso seco. Se adsorbio
en la misma cantidad de silica gel 70:230 y se aplico a una columna empacada con 280 g
de silica gel para placa. La columna se eluyo de [a siguiente manera:

Fracciones Polaridad Constituyentes Aislados

1-23 Hexano 100% Ester metilico del Ac.
Linolénico

24-76 Hex.-AcQEt. 9:1 R-sitosterol, mezcla de
polisoprenalcanos,
acido2,4-dihidroxi-3-
metoxi-cindmico

77-185 Hex.-AcOEt. 8:2  acido 2-hidroxi-4-metoxi-cindmico,

2,3 4-trihidroxi-cinamico

2-hidroxi-3,4-dimetoxi-cindmico.

186-220 Hex-AcQEt. 7:3 ———e
221-274 Hex -AcOEt. 6:4  catequina
275-285 Hex.-AcOEt 3:7  ooeeee

Finalmente la columna se lavé sucesivamente con acetato de etilo, acetona y metanol.
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Las fracciones 23-76 corresponden a los constituyentes de este extracto que
eluyeron con una polaridad de hexanc-acetato de eiito 9:1. El B-sitosterol se encontrd
como componente minoritario en todas estas fracciones. De las fracciones 27-29 se

obtuva la mezcla de poli-isoprenalcanos (1).

A

n
{1}

Las propiedades fisicas y datos espectroscopicos para este compuesto sonr los

siguientes.

Rendimiento: 3.2573 g (6.2x 104%)

Estado fisico: aceite marrdn.

UV (Ayax): 230 nm.

IR (vga) 3328, 3117, 2925, 2860, 1711, 1461, 1379, 1238, 1170, 1001
el

RMN 'H (200 MHz, CgD): 5.34 (IH, tc, J=72y 7.4 Hz, H5 ), 3.98 (2H,
dd, J=6.82 Hz, Hi2), 1.93 (2H, t, J=7.2, Hys), 1.52 ( 3H, d, J=1.2 Hz, Hs), 1.28 (varios H,
m, ), 0.90 (varios H, s, Hs).

Con esta mezcla de compuestos {I) se ilevaron a cabo dos reacciones para
determinar la naturaleza quimica de los constituyentes. Se realizd una hidrogenacion
catalitica, para lo cual 50 mg de Ia mezcla se disolvieron en 3.5 mi de acetato de etilo. Una
vez disueltos, se agregaron 15 mg de Pd/C (10 %) como catalizador. Se permitié que la
mezcla permaneciera 24 h en una atmosfera de hidrogeno. De esta reaccion se obtuvo la

mezcla reducida de compuestos con la siguiente farmula (1a).
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At

n
(1a)
Los datos espectroscopicos para esta mezcla son los enlistados a continuacion.
RMN-H ( 200 MHz, CDCl;): 3.68 (2H, tdd, J=6,72 y 2.4 Hz, CH,0H),
2,32 (2H, t, J=7.24, CH,.) 1,26 (varios H, m, CH,), 0.86 ( 3H, d, J=2.2 Hz, CH;) 0,83
(varios H, s, CH,).

La segunda reaccion que se llevé a cabo fue la acetilacion de 100 mg de la mezcla
a los cuales se les agregd 1 ml de anhidrido acético y tres gotas de piridina. De la mezcla
de reaccion se obtuvieron, por medio de una extraccion con acetato de etilo, los

productos de reaccion, los cuales tienen la siguiente formula (1b).

/‘\/\M/\OCOCHB

n
(1b)

A continuacion se presentan los datos espectroscdpicos de esta mezcla.

IR (Vmay): » 3100, 2940, 2780, 1720, 1461, 1379, 1238, 1115,
1001 eml.

RMN 'H (200MHz, CDCLy): 5.34 (IH, tc, J=7,2 y 1.3 Hz, =CH),
4.59 ( 2, d, J=7.04 Hz, CH,0-), 2.05 (3H, s, CH;CO), 2.01 (2H, t, J=7.2 Hz, CH,),
1.69 (3H, 5, CH;-C=C), 1.26 (varios H, m, CH,), 0.86 (varios H, 5, CH;).

De las fracciones 30-42 no se aisld ningun constituyente, pues no se detectd su

presencia en el analisis realizado por cromatografia en placa fina (CCF). El analisis de la

reunion de las fracciones 43-57 evidencio la presencia de un componente mayoritario, su
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separacion se realizé por medio de una placa preparativa de 20 x 20 cm con un sistema de
elucion de hexano-acetato de etilo 9:1. La placa preparativa se corrid tres veces con la
misma mezcla de elucion, de la misma se recuperd el acido 2,4-dihidroxi-3-metoxi-
cinamico (2).

De las fracciones 77-185 se aislaron tres derivados del dcido cindmico de polaridad
similar, 1a mezcla de elucion para estas fracciones fue de hexano-acetato de etilo 8:2, Con
la reunion de las fracciones 82-106 se hizo una cromataplaca preparativa de 20 x 20 cm, la
cual fue eluida tres veces con una mezcla de hexano-acetato de etilo 8:2. En la placa se

separaron dos bandas, una de ellas correspondic al &cido 2-hidroxi-4-metoxi-cinamico (3).

0
OH
HO OH
OGH,
)
1
o
CHO OH
(3)

Las propiedades fisicas y datos espectroscopicos para el compuesto (2) son los
siguientes:
Rendimiento: 17 mg (3.0 x 10 -6 %)
Solido amorfo.
IR ( Viax, CHCl3): 3588, 2952, 1708, 1634, 1437, 1378, 1167, 829 cm™!,
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RMN !H ( 200MHz, CDCly): 7.65 (1H, d, J=16 Hz, CH=CH-COORY),
7.44 (1H, d, J=8.6 Hz, Hs), 5.40 (1H, s, -OH), 6.85 (1H, d, J=8.6 Hz, H6), 6.31 (1H, d,
J=16 Hz, CH=CH-COOQR), 3.80 (3H, s, OCH}3).

EM: 192 [M*-H,;0]

Para el icido 2-hidroxi-4-metoxi-cindmico se enlistan las propiedades fisicas y

datos espectroscopicos.

Rendimiento: $ mg (1.5 x 107 %)

IR (Vppay): 3480, 2910, 1760, 1600, 1540, 1430, 1300, 1270, 1170, 1075,
775,470 cmrl,

RMN IH (200MHz, CDCly): 7.57 (1H, d, J=15.9 Hz, CH=CH-COQR),
7.09 (1H, d, J=1.66 Hz, Hs), 6.92 (1H, dd, J=1.68, Hs), 6.87 (1H, d, J=9.5 Hz, H3), 6.23
(1H, d, }=15.94 Hz, CH=CH-COORY), 3.78 (3H, s, OCHj).

De la reunion de las fracciones siguientes, 107-140, se prepard otra cromatoplaca
de 20 x 20 cm, para de esta manera aislar ¢l componente mayoritario evidente en el
anélisis por medio de CCP, Esta se eluyd con una mezcla hexano-acetato de etilo 7:3, dos
veces. Se recuperé al acido 2,3,4-trihidroxi-cinamico (4) . Finalmente con la reunién de
las fracciones 141-172 se monté una columna con silica gel 70-230. De las fraccicnes 34-
43 de esta columna se aisl6 al 4cido 2-hidroxi-3,4-dimetoxi-cindmico (5), pues e} anélisis
de las cromatoplacas indico que este producto natural era el componente mayoritario de la

columna montada.

OH

HO OH
OH

(4)
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El é4cido 2,3,4-trihidroxi-cindmico tiene las siguientes propiedades fisicas y

espectroscopicas.

Rendimiento: 13 mg (2.1 x 107 %)

IR (vpay): 3683, 3589, 2929, 1722, 1604, 1514, 1438, 1326, 1264, 928,
831 ol

RMN H (200MHz, CDCl3): 7.61 (1H,d, J=15.8 Hz, CH=CH-COOR),
7.39 (1H, d, I=8.6 Hz, He), 6.86 (1H, d, J=8.6 Hz, Hs), 6.25 (1H, d, J= 15.8, CH=CH-
COOR).

A continuacidn se presentan las propiedades fisicas y datos espectroscapicos del

acido 2-hidroxi-3,4-dimetoxi-cindmico.

Rendimiento; 21 mg (3.5 x 10-6%)

IR (va): 3046, 2934, 2861, 1731, 1701, 1601, 1525, 1462, 1134, 922,
cmrl.

RMN I (200 MHz, CDCl3): 7.35 (1H, d, J= 8.8 Hz, He), 7.65 (1H, d, I=
12.6, CH=CH-COOR), 6.81 (1H, d, J0 8.8 Hz, H5), 6.24 (1H, d, = 12.6 Hz, CH=CH-
COOR), 3.94 (3H, s, OCH,), 3.90 (3H, 5, OCH;).

El tltimo compuesto aislado de este extracto fue el flavan-3-o!, (+)-catequina (6),

el cual eluy6 en las fracciones 234-247 con una polaridad de 6:4 hexano-acetato de etilo,

Para comoborar ta estructura propuesta para el producto natural, 0.2615 g de este
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compuesto se acetilaron con anhidrido acético y piridina como catalizador, obteniéndose

el compuesto pentacetilado (7).

) OCOCH,

OCOCH,
CH;0CO. @ o @
"OCOCH,3

OCOCH;

Las propiedades fisicas y datos espectroscopicos para estos dos compuestos son;

(6) Catequina,

Rendimiento: 1.563 g (2.6 x 10 4 %)

Pf. 170-173°C

IR (Vg 3320, 1690, 1610, 1510, 1440, 1360, 1275, 1130, 1020, 816,
760, 610, cm-!.

[a]p = +3° (c 0.020, MeOH)

RMN 'H (200 MHz, CDCl;): 6.91 (1H, d, J= 2.2 Hz, H7), 6.82 (1H, d, J=
8 Hz, Hy), 6.74 (1H, dd, J=2 y 8 Hz, Hs), 6.03 (1H, d, J= 2.2 Hz, Hz), 5.91 (IH, d, I=
2.2 Hz, Hs), 4.59 (1H, d, J=7.6, H4), 3.99 (1H, td, J=7.6, H4), 2.92 (1H, dd, J=5.5 y 16.1,
Ha3), 2.54(1H, dd, }=8.0y 84, =82y 16, H2).
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RMN 13C (75 MHz, CDCly): 15535 (Cs), 155.11 (C7), 154.34 (C9),
143.71 (C3.2), 128.59 (Cr), 117.57 (C2), 114.06 (Cs), 94.37 (C), 93.19 (Ce), 77.42
(C2), 65.86 (C3), 29.59 (C1).

(7) Catequina Pentacetilada.
RMN IH (CDCly): 7.29 (1H, d, J= 1.58 Hz, H7), 7.24 (1H, d, J= 10.4 Hz, '
Hg), 7.20 (1H, d, J= 10.4 y 1.58 Hz, Hs), 6.66 (1H, d, J= 2.28 Hz, H2), 6.60 (1H, d, J=
2.24 Hz, Hs), 5.25 (1H, td, J=5.7 Hz, Hs), 5.15 (1H, d, J= 6.24 Hz, Hy), 2.89 (12H, s, H
de acetato), 2.88 (1H, dd, J=16.1 y 5.2 Hz, H3), 2.65 (1H, dd, J= 16.1 y 8 Hz; H), 2.01
(3H, s, Hde acetato), )
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11. Extracto de Diclorometano.
Para iniciar la separacién se prepard una columna cromatografica con silica gel
para placa, a la cual se le aplicaron los 93.62 g de este extracto adsorbidos en 126 g de

celita. La columna se eluy6 de la siguiente manera.

Fracciones Polaridad Constituyentes Aislados
1-22 Hexano 100% Ester métilico del Ac. Linolénico
23-43 Hex-AcOEt 95:5  P-sitosterol, mezcia de

polisoprenalcanos, mezcla de 4cidos

grasos.
44-71 Hex-AcOEt 9:1 ) B-sitosterol
72-108 Hex-AcOEt 8:2  --em-
109-119 Hex-AcOEt 7.3 ~eeee-
120-127 Hex-AcOE! 6:4 ~  --e-e-
128-137 Hex-AcOEt 5:5  --me-

La columna se lavd con acetato de etilo a partir de la fraccion 138 hasta la fraccion
149, y las fracciones finales correspondieron al lavado de la columna con metanol. Los
compuestos aislados de este extracto correspondieron a los constituyentes con menor
polaridad del extracto anterior, el ester metilico del acido linolénico (8), la mezcla (1) y
B-sitosterol. Cabe destacar que en este extracto las sustancias mencionadas se aislaron en

mayor cantidad y pureza que en el anterior.

/\=./E/\=./\/\/\/\n/°\
(8)
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Las propiedades fisicas y datos espectroscopicos para el ester metilico del acido

linolénico son los siguientes.

Rendimiento: 2.212 g (3.7 x 10 -4%)

Estado fisico: aceite amarillo,

IR (vmax): 3006, 2926, 2855, 1730, 1653, 1175 cm*1,

RMN H (200 MHz, CDCly): 5.36 (6H, m, Hs.us), 3.66 (3H, s, Hy), 2.81
(4H, dd, J= 5.652 Hz, Hu.u), 2.30 (2H, t, J= 7.44 Hz, H:), 2.08 (2H, td, J= 6.249, Hy),
2.05(2H, cd, J=7.17 Hz, Hu), 1.62 (2H, 1, J= 7.143 Hz, Hs), 1.31 (8H, s, Hw), 0.97 (3H,
1, J=17.43, Hu).

RMN 13C (75 MHz, CDClL): 174,06 (Cy), 51.31 (Cis), 34.01 (C2), 29.52
(C4), 29.1 (Cs), 29.07 (Ce), 29.04 (Cr), 25.58 (Cu), 25.49 (Cu), 24.9 (Cy), 20.5 (Cy), 14.22
(Cn).

Para determinar la estructura molecular de la mezcla de ésteres de acidos grasos de
la fraccion 42 de este extracto se utilizo un sistema de cromatografia de gases acoplado
con espectrometria de masas, de este estudio se aislaron los siguientes compuestos. El

decenoato de metilo (9).

\/\/\Mro\

0
)
Tiempo de retencion: 343 s.
EM(m/:)(abundancia relativa): 41 (80), 55 (97), 59 (60), 69 (72), 74
(100), 83 (48), 87 (70), 94 (10), 98 (15), 111 (35), 115 (11), 125 (13), 136 (15), 143
(22), 155 (15).
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Posteriormente eluyd e palmitato de metilo (10), cuya estructura y datos

- espectroscopicos de masas son los siguientes:

\/\/\/\/\/\/\/\g/c‘ ~

(10)

Tiempo de retencion: 481 s.

EM (m/z) (abundancia relativa): 43 (92), 55 (78), 69 (77), 74 (100), 87
(98), 97 (53), 115 (22), 128 (50), 135 (8), 143 (80), 157 (25), 171 (48), 185 (55), 199
(45), 213 {20), 219 (73), 227 (40), 239 (35), 270 (M+, 43).

El tercer componente de esta mezcla es el heptadecanoato de metilo (11)

con la siguientes estructura y datos espectroscopicos de masas.

/\MN\AMrO\

0
(i
Tiempo de retencion: 504 s.
EM (m/z) (abundancia relativa): 43 (35), 55 (28), 69 (18), 74 (100), 83
(12), 87 (73), 97 (9), 111 (5), 129 (8), 135 (6), 143 (21), 149 (2), 185 (5), 199 (5), 241
(8), 253 (3), 284 (M, 3).

El cuarto producto natural de esta mezcla de ésteres de acidos grasos es el oleato

de metilo (12) con la siguiente estructura,
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W\/\/\/\n’o ~

Q

(12)
Sus datos espectroscopicos de masas son los siguientes:
Tiempo de retencion: 520 s.
EM{m/z)(abundancia relativa): 41 (90), 55 (100), 69 (70), 74 (65), 83 (35},
97 (50), 111 (27), 123 (29), 137 (13), 152 (10), 166 (8), 180 (17), 193 (4), 207 (6), 222
{20), 235 (5), 246 , 206 (M+, 5).

El altimo componente de esta mezcla fue el esteresto de metilo (13) con fa

siguiente estructura y datos espectroscopicos:

\/\/\/\/\/\/\/\/\8/0\

(a3)

Tiempo de retencién: 535 s.

EM(nv/2){abundancia relativa): 43 (90), 55 (88), 69 (73), 74 (100}, 87 (98),
97 (55), 111 {(20), 129 (50), 143 (90), 157 (23), 171 (12), 179 (5), 185 (39), 193 (4), 199
(79), 207 (19), 213 (30), 227 (10), 241 (22), 255 (76), 267 (27), 298 (M+, 53).

Las propiedades fisicas y datos espectroscopicos para el B-Sitosterol (14) son los
siguientes.
Rendimiento: 3.41 g (0.00057%)
Pf. 139- 140°C
IR (vmax): 3608, 2950, 2931, 2860, 1450, 1380, 1040 y 950 cm !,
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RMN 'H (CDCly): 5.34 (1H, dd, J= 6.4 Hz, Hq), 3.65 ( 1H,dddd, J= 1.5 y
5.8 Hz, Hs), 2.29 (2H, d, J=6.2 Hz, Hy), 1.30 (1H, se, -OH), 0.88 (3H, 5, His), 0.82 (3H,
d, J= 6.7Hz, Hn), 0.79 (3H, t, J= 7.3 Hz, Hx), 0.68 (61, d, J= 7.3, Hxn).
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I11. Extracto Acuoso-Metandlico.

Por la gran cantidad de agua que contenfa el tejido vegetal fue necesario utilizar un
sistema de condensadores enfriados con hielo seco en serie con el condensador del
rotavapor pata concentrar e} extracto. Una vez secado el mismo, se tomaron 100 g para
montar una columna cromatografica. La columna se preparo con 500 g de silica gel para
placa, y el extracto se agrego adsorbido en 100 g de celita. La columna se eluys a presion

reducida colectando fracciones de 250 mi de la siguiente manera.

Fracciones Polaridad Constituyentes Aislados.
1-29 Hexano 100%  -—e-

30-53 Hex.-AcOEt 9:1 emenen

54-70 Hex.-AcOEt 82 ————e-

7197 Hex.-AcOEt 7.3 weeeen
98-108 Hex.-AcOEt 6:4 —onemm
109-135 Hex.-AcOEt 5:5 m———ee
136-147 Dicloromet-Acetona 9:1 e
148-160 Dicloromet-Acetona 7.3 - :
161-182 Dicloromet-Acetona 5:5 -
183-194 Dicloromet-MeOH 9:1 N
19521t Dicloromet.-MeOH 82 -me-a-
212-223 Dicloromet-MeOH 7.3 B-D-Glucosa
224-240 Dicloromet-MeOH 6:4 Sacarosa
241-249 Dicloromet-MeOH 5:5 ——eeae

A partir de la fraccion 250 y hasta Ia fraccion 265 se Javé la columna con metanol.
El andlisis por medio de CCF permitié determinar que los componentes mayoritarios de

esta mezcla se encontraban en la fraccién 222 y en la reunion de las fracciones 233-265.
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La fraccion 222 se acetilé con anhidrido acético y piridina, la mezcla de reaccion se
extrajo con acetato de etilo y de esta manera se aislo B-D-glucosa peracetilada (15). Las
fracciones reunidas 233-265 también se acetilaron siguiendo el mismo procedimiento. Con
la mezcla de compuestos extraida de 12 reaccion de las fracciones reunidas se hizo una
cromatoplaca preparativa de 20 x 20 cm, la que se eluyé con hexano-acetato de etilo 5.5
dos veces, para purificar el compuesto mayoritario evidente por CCF. De esta placa se
recuperd sacarosa peracetilada (16).

La identificacion de estos constituyentes fue posible por la comparacion de los
espectros de RMN-IH y RMN-13C para la B-D-glucosa peracetilada y deRMN-H para la
sacarosa con los obtenidos para estandares publicados en la coleccion de espectros

Sadtler,
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RESUMEN Y CONCLUSIONES

Como resultado del presente estudio quimico realizado en la especie vegetal

Casearia corymbosa, se aislararon 15 productos naturales y se determind su estructura

molecular,

1.

@ NN AW N

Mezcla de Poliisoprenalcanos.

Acido 2,4-dihidroxi-3-metil-cinamico .
Acido 2-hidroxi-4-metoxi-cinimico.
Acido 2,3 4-trihidroxi-cinamico.
Acido 2-hidroxi-3,4-dimetoxi-cindmico.
Catequina.

Ester metilico del &cido linolénico.
Decenoato de metilo.

Palmitato de metilo.

Heptadecanoato de metilo.

Oleato de metilo.

Estereato de metilo.

p-Sitosterol.

B-D-Glucosa.

Sacarosa.

De éstos, tres corresponden a compuestos muy abundantes en las plantas, el p-

sitosterol, la glucosa y la sacarosa. De los compuestos restantes el aislado en mayor

abundancia fue el ester metilico del acido linolénico. También se aisl6 en gran abundancia

la mezcla de poliisoprenalcanos. Junto con los derivados de acidos grasos aislados, estos

compuestos son sustancias con propiedades nutritivas.
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De los restantes productos naturales aislados, la catequina y los derivados del
acido cindmico tiemen actividad antialimentaria (Rosenthal y Janzen, 1979). En
angiospermas los &cidos p-cumarico, cafeico y ferilico, presumiblemente en su forma de
ésteres, son mortales aln en dosis bajas para organismos como el escarabajo
Callosobruchus maculatus (Janzen, 1977).  Por otro lado, es bien conocida la actividad
antiséptica de los compuestos fendlicos, como son los derivados del acido cindmico, de
éstos, los que se encuentran disustituidos con hidroxilos y metoxilos son sintetizados
inclusive por hongos unicelulares cuyo efecto antibidtico es utilizado contra organismos
competidores (Camm, 1977).

El compuesto fendlico aislado en mayor abundancia fue la catequina, de la cual se
aislaron 1.563 g (2.6 x 10%%). Los derivados del icido cinamico, en cambio, se
encontraron presentes en la muestra de hojas estudiadas de esta especie en pequefias
cantidades. Estos derivados no se encuentran reportados en la literatura como productos
naturales, aunque algunos de ellos si como productos de sintesis.

Los derivados del acido cindmico, al constituir productos naturales novedosos
ameritan un estudio sintético para corroborar las estructuras propuestas, las pequefias
cantidades en las que fueron sislados impidieron que se obtuvieran todas las evidencias
espectroscOpicas necesarias. 1a mezcla de poliisoprenalcanos merece un estudio mas
detatlado, pues éstos son compuestos que rara vez se encuentran aislados en las plantas
(Sims y Pettus, 1976) y es posible que algunos de los constituyentes de esta mezcla sean

preductos naturales no descritos en la literatura.
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Espectros de Resonancia Magnética Nuclear de 'H, 13C
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Espectro 1. RMN-'H (200 Mhz, CDCl; + C4Dy) de la mezcla de poliisoprenatcanos (1).
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Especiro 2. RMN-13C (75 MHz, CDCl;) de |z mezcla de poliisoprenalcanos (1).
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Espectro 3. DEPT (75 MHz, CDCl;) de la mezcla de poliisoprenalcanos (1).
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Espectro 4. RMN-H ( 200Mtiz, CDCl;) de la mezcla de paliisoprenalcanos acetilada (1a).
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Espectro 5. RMN-13C (75MHz, CDCl,) de la mezela de poliisoprenalcanos acetilada (1a).
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Espectro 6. RMN-'H (200MHZ, CDCl;) de la mezcla de poliisoprenalcanos hidrogenada (1b).
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Espectro 7. RMN-!H ( 200 MHz, CDCly) del acido 2,4-dihiroxi-3-metoxi-cinamico (2).
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Espectro 8. RMN-!H ( 200 MHz, CDCl;) del ester metilico del acido 2,4-dihiroxi-3-metoxi-cinamico (2).
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Espectro 9. RMN-IH (200 MHz, CDCl; + DMSO) del acido 2-hidroxi-4-metoxi-cindmico (3).
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Espectro 10. RMN-IH ( 200 MHz, CDCl; + DMSOQ) del acido 2,3,4-trihidroxi-cinamico (4).
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Espectro 11. RMN-'H ( 200 MHz, CDCI; + DMSO) del dcido 2-hidroxi-3,4-dimetoxi-cinamico (5).
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Espectro 12. RMN-'H ( 200 MHz, CDCl; + DMSO) de la catequina (6}
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Espectro i3 RMN-13C ( 75 MHz, CDCl; + DMSO) de la catequina (6).
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Espectro 14. RMN-H ( 200 MHZ, CDCI3 } de la catequina peracetilada (7).
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Espectro 15. RMN-1H ( 300 MHz, CDCl; ) del ester metilico del acido linolénico (8).
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Espectro 16. RMN-13C ( 75 MHz, CDCl, ) del ester metilico del acido linolénico (8).
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