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1. INTRODUCCION.

En México debido principaimente a lo dificil que resulta el acceso a los medicamentos
preporcionados por los Centros de Salud Pablica, a las condiciones econdmicas y al estado de
marginacion en que se ubican la mayor parte de la poblacion rural, las plantas medicinales
constiteyen una alternativa viable para resolver los problemas de salud de varios grupos étnicos

{Estrada, 1985).

Es en este contexto que se han hecho estudios tanto farmacolégicos y fitoquimicos de algunas
especies de plantas medicinales que tienen imporiantes antecedentes etnobotanicos. Asi de la
familia Convolvulaceae se han estudiado algunas de sus especies mas representativas, debido a
sus propiedades curativas y psicotropicas. Por otro lado también se han realizado trabajos
quimiotaxonomicos con el objeto de relacionar la presencia de algunos metabolitos secundarios

caracteristicos de esta familia.

La familia Convolvulaceae esta representada por 40 géneros, dentro de los cuales se reportan
mas de 1500 especies. En México la familia comprende 22 géneros (McDonal, 1993). Aunque
las Convolvulaceas son mejor conocidas por su habito trepador, varias especies se presentan en
forma arborea, arbustiva, o como hierbas erectas o postradas. Las flores del grupo son de aspecto

tubular y de colores brillantes,

La importancia economica de las Convolvuliceas es considerable, la especie mas importante es
fpomoea batatas (L.) Lam., camote comestible que se cultiva a escala muadial. Por otro lado en

Meéxico varias especies producen semillas que al ingerirse son alucindgenas (e.g., Turbina



corymbosa (L.} Raf. e Ipomoea tricolor (Cav.), y ain se usan como medio adivinatorio en las
tradiciones indigenas. Otras especies proveen una fuente de medicamentos purgativos, tal como
la "purga de Xalapa” o "Raiz de Jalapa”, Ipomoea purga (Wender.} Hayne, la cual tiene una

farga historia comercial y es usada desde los tiempos precolombinos (McDonald, 1993).

La "Raiz de Jalapa" constituye uno de los recursos tradicionales de México mas conocidos en el
extranjero debido a sus propiedades medicinales. La "jalapa” fué conocida principalmente por su
accién purgante y emética, sin embargo se le atribuye otra propiedad, tal como antihelmintica
(Martinez, 1959). Farmacologicamente esta clasificada como  catartico drastico, hidragogo
{Bauser, 1937, Wallis, et al., 1960). La difusion internacional que consiguio la “raiz de jalapa” a
partic de la Conquista espafiola y el éxito de sus aplicaciones como purgante trajo como
consecuencia la busqueda de especies que tuvieran resinas purgantes y que sirvieran para sustituir

¢l uso de la "jalapa”.

La mayoria de las especies de Convolvulaceas que se han utilizado para la obtencion de resinas
purgantes en México, son especies pertenccientes al género /pomoea (Pedraza, 1982), sin
embargo en otros paises se han utilizado ademas del género Ipomoea, especies de otros géneros

como Convolvulus, Operculing y Merremia.

En el género Merremia los metabolitos secundarios mas estudiados son las glicorresinas, aunque
también se ha reportado la presencia de otros compuestos como los alcaloides, los glicosidos
kauranoicos y los glicosidos cianogénicos. Sin embargo los estudios quimicos de especies de este
genero son escasos, por lo que en este trabajo se pretende contribuir al conocimiento quimico de

dos especies de Merremia.
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OBIJETIVOS

[Re]

.1. GENERAL

Realizar un estudio quimico de los extractos de baja y mediana polaridad de la raiz de dos

especies del género Merremia, M. dissecta y M. tuberosa.

2.2. PARTICULARES

1).- Preparar extractos hexanicos y de acetato de etilo de las raices de M. dissecta y M.
fuberosa.
2).-  Separar y purificar algunos metabolitos secundarios presentes en los extractos

anteriormente preparados.

3).-  Analizar por HPLC Ias fracciones que contengan resinas glicosidicas.

4).- Determinar la estructura de los compuestos aislados.



3. ANTECEDENTES,

3.1. Metabolitos secundarios presentes en las Convolvulaceas.

En las plantas durante los procesos metabolicos ademas de los metabolitos vitales se producen
otro tipo de sustancias como terpenos, alcaloides, acetogeninas, esteroides, glucosidos, etc., que

se consideran productos del metabolismo secundario. (Valencia, 1995).

En la familia Convolvulaceae se han encontrade alcaloides como metabolitos secundarios del tipo
del acido lisérgico y de las ergolinas contenidas en Turbina corymbosa e Ipomoea violacea
publicadas por (Hofmann y Tscherter, 1960), quienes realizaron las primeras investigacionas en

estas especies.

Posteriormente, se encontraron, también en Turbina corymbosa, dos glucdsidos  isomeros,

derivados del kaurano, la turbicorina y la corimbosina, aislados por (Pérez-Amador, et al

1964). Durante varios afios no se volvié a mencionar la existencia de sustancias similares en
otros miembros de la familia y no fue sino hasta 1976 que (Canonica et al) Separaron de

Operculina aurea glucdsidos con este nucleo.

Mis tarde en el afio de 1980 (Pérez-Amador, ef al.) en semillas de diversos géneros de la familia,
determinaron mediante cromatografia en capa fina (CCF), la presencia de kaurenoles y

alcaloides como el acido lisérgico, la chanoclavina y la amida del acido 1solisérgico.



Dentro de los metabolitos secundarios de las Convolvulaceas, las resinas glicosidicas fueron las
primeras en adquirir imporiancia por sus propiedades purgantes, y se han aislado pnincipalmente
de tubérculos de varias especies, asi como también de hojas, semillas y de [a planta entera,
Asimismo se han descrito otras actividades bioldgicas de posible interés terapeitico para estos
compuestos, como son sus efectos antimicrobianos (Bieber ef al., 1986 y Pereda-Miranda et al,

1993) antiinflamatorios y antitumorales (Bieber e/ af., 1986).

Las resinas, como se ha mencionado anteriormente, son productos del metabolismo secundaric de
este tipo de plantas y se cree que biogenéticamente provienen de la oxidacién de los terpenos.
Este tipo de compuestos usualmente se sintetizan y acumulan en estructuras vegetales
especializadas y se aislan como sélidos amorfos que presentan una naturaleza quimica compleja.
Fisicamente son duras, transparentes o translicidas, cuando se calientan tienden a ablandarse y
fundir; generalmente son insolubles en agua. Desde el punto de vista quimico, se ha demostrado
que las resinas son mezclas complejas de acidos resinicos, resinoalcoholes, resinotanoles, ésteres

y compuestos quimicamente inertes denominados resenos.

Los estudios quimicos relativos a la composicion y estructura de las resinas datan del siglo
pasado y se realizaron principalmente en [pomoea purga (Jauregui, 1885; Velasco, 1885).
Asimismo, con posterioridad se han realizado estudios de resinas de otras especies de
Convolvulaceas, de las que se tiene conocimiento de su actividad purgante, siendo las mas
estudiadas la resina de Jalapa Braziliana (Operculina macrocarpa) (Auterhoff y Demleitner,
1955; Shellard, 1961a; Graf, et al., 1965, Wagner y Kazmaier, 1971; 1977; Ono, ef al., 1989;
19892}, la resina de escamonea (Convolvilus scammonia) (Votocék y Valentin, 1929; Bauer y

Junge, 1934; Noda, ef al, 1990; 1992), la resina de semillas de [pomoea muricala (Mirsa y



Tewari, 1953; Khanna y Gupta, 1967, Liptak, er af., 1978; Noda, ef al., 1988; 1988a; 1988b) y la
de ias raices de /. orizabensis (Power y Rogerson, 1910; Shellard, 1961b; Noda, ef af., 1987),

entre otras.

La complejidad en la composicion de estas glicorresinas y su alto peso molecular han dificultado
el aislamiento de los constituyentes individuales; de tal suerte que la identidad quimica de
muchos de los compuestos en estas mezclas glicosidicas, asi como la informacién relacionada

con su posible biosintesis se desconoce (Pérez Diaz, 1995).

No obstante, de los estudios quimicos que han tenido éxito, se ha aislado y caracterizado el
principio activo de éstas especies. Asi se ha determinado que la estructura principal de estos
compuestos pertenece al grupo de los glicolipidos. Las cuales estén constituidas generalmente,
por un acido graso oxhidrilado unido a una parte glicidica cuyos azicares son por lo general,
tucosa, glucosa, rhamnosa y quinovosa, entre otros, aiun mas, algunas de las unidades de azicar
estan asimismo, esterificadas por 4cidos organicos. Debido a esto se les ha dado el nombre de

glicorresinas o resinas glicosidicas.

Por la complejidad de sus estructuras, a la gran diversidad de éstas y a las actividades biclogicas
que se les atribuyen, las glicorresinas son los compuestos més estudiados de las Convolvulaceas
desde el punto de vista quimico, de tal forma que la determinacion de otros metabolitos es escasa

o nula.



3.1.1. Metabolitos secundarios presentes en &l género Merremia,

En el género Merremia se ha determinado la presencia de algunos de los compuestos
caracteristicos de la familia Convolvulaceae como son los alcaloides y los glucosidos
kauranoicos. (Pérez Amador, et al., 1988) en semillas de tres especies: Merremia umbellata, M.
cissoides y M. quinguefolia identificaron la presencia de alcaloides como el 4cido isolisérgico (1)
y lisérgico (2) y un glucdsido kauranoico, la turbicorina (3) (Fig. 1) mediante perfiles

cromatograficos.

NCH;

2. acido lisérgico

Fig. I. Estructura de alcaloides y glucosidos presentes en el género Merremia segin
(Pérez-Amador, ef af., 1988).

{Nahrsiedt, er al, 1989) aislaron de hojas de Merremia dissecta un glucosido cianogénico

ltamado malonato de 6’-prunasina (4) (Fig. 2).



4 malonato de 6'- prunasina

Fig. 2. Estructura del glicésido cianogénico aislado por (Nahrstedt, ef al., 1989).

En 1990 los mismos autores aislaron de las semillas de Merremia dissecta tres glucosidos
cianogénicos que fueron identificados como amigdalina (5) y dos esteres de éste: 6"-(4-hidroxi)-

benzoato (6) y 6" -(4-hidroxi)-E-cinamate (7) (Fig. 3).
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Fig. 3. Glicosidos cianogénicos presentes en M. dissecta seglin (Nahrstedt, ef af., 1990).



(Weigl, ef al, 1992) aislaron de fa raiz de Merremia dissecta alcaloides a los que llamaron

datumetina (8) y merresectina A (9) y B (10) (Fig. 4).
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i OH H ,

8 datumetina: R = H 3C
¢ merresectina A: R=H

10 merresectina B

Fig. 4. Estructura de alcaloides aislados por (Weigl, er al., 1992},
Dentro de los metabolitos secundarios del género Merremia, tos mas estudiados son las
glicorresinas. A continuacion se detallan el aislamiento y la determinacion estructural de algunas

glicorresinas de las siguientes especies.

Merremia mammosa.

Es una planta utilizada en la medicina folklorica de Indonesia, conocida como "Bidara upas”, la
cual se usa en el tratamiento de la diabetis, gargania y sistema respiratorio. (Kitagawa, et of.,
1988) aislaron de los tubérculos seis resinas glicosidicas llamadas merremosidos a, b, ¢, d, fy gy

determinarcen solamente la estructura de los compuestos b y d (compuestos 12 y 14), mismos que



son tetrasacaridos del acido jalapinodlico, esterificados por el acido iso-butirice (Fig. 5).
Continuando con este estudio, en articulos posteriores en 1996a y 1996b, los mismos autores
proponen la estructura de los merremosidos a, ¢, €, f, g, h; y hy (compuestos 11, 13, 15, 16, 17, 18

y 19 respectivamente) (Fig. 5).

En 1989, y posteriormente en 1997 los mismos autores aistaron cuatro resinas glicosidicas

llamadas mammosidos A, B, H, y Hz {compuestos 20 a 23 respectivamente) (Fig. 6).

Merremia tuberosa.

(Ono, et al., 1993) realizaron analisis quimicos del tallo de Merremia tuberosa, conocida en
Japén como "Woodrrose”, porque el caliz seco se asemeja a una rosa. Los tubérculos de esta
planta los usan como alimento. Los autores aislaron dos resinas glicosidicas a las que llamaron
Woodrosina 1 y II (WI y WII} (compuetos 24 y 25) (Fig. 7). Son pentasacaridos del acido
jalapinolico que se encuentra en forma de lactona macrociclica y cuya diferencia entre elias es un

ester del acido butirico en la WI, mientras que en la WII es un ester del acido iso-butirico.
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Fig. 5. Estructura de los merremosidos aislados por (Kitagawa, ef al., 1988, 1996a y 1996b).
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Fig. 7. Estructura de las Woodrosinas I y 11 (Ono, er af., 1993)



Merrenia hungaiensis.

En un estudio de [a resina de la raiz de Merremia hungaiensis, conocida por los chinos como
"Tu-Gua", y usada en el tratamiento de la hepatitis cronica y la hernia, (Noda, er al.,!994)
aistaron y elucidaron ia estructura de diez resinas glicosidicas llamadas Tuguajalapinas I-X
(compuestos 26 a 35 respectivamente) (Fig. 8). Formadas por el acido jalapinélico, el cual forma
una lactona macrociclica, unido a cinco aziicares, los cuales tienen esterificados acidos organicos
de: 16 atomos de carbono (palmitico);, 18 atomos de carbono (estearico); y 20 atomos de carbono

(araquidico).

26 Togumalapinal: R=pamitico
17, Tugusjalapina Il R entedgica
28. Tugus dapina (1 R = H

Hy

vavvvu\!l?% X

1Y Ry &
79 Tugussepina [V H Palmiico
0. Tugumdspine V: Pamiico H o,
M. Tupydspm vt H Esteids co
31 Tupugdapsa viI: Exctnce H
1. Tugumadapina Vi H Anquidics
M Tugugdepira (3 Anqudieo H

35 Tuprgdspr X: H

Fig. 8. Estructura de las Tuguajalapinas I-X. (Noda, er al., 1994).



Los mismos autores en 1995 proponen la estructura del primer ejemplo de una resina glicosidica
dimérica tipo ester llamada merremina (36), compuesta por dos unidades de acidos glicosidicos

parcialmente acilados por 4cidos grasos.

o 36 merremin

Fig. 9. Estructura de la merremina (Noda, et al., 1995)



4. UBICACION TAXONOMICA DE Merremia dissecta y M. tuberosa.

4.1. Merremia dissecia (Jacq.) Hallier f Bot. Jahrb. Syst. 16:552.1983.

4.1. 1. Clasificacion (Cronguist, 1981).

Reino Vegetal

Division Magnoliophyta

Subdivision  Angiospermae

Clase Magnoliopsida

Subclase Asteridae

Orden Solanales

Famitia Convolvulaceae

Género Merremia

Especie Merremia dissecta (Jacq.) Hallier £,

Segun McDonald, 1993, describe las sinonimias, nombres comunes, descripcion y distribucién en

Meéxico de M. dissecta.

4.1.2. Sinonimias.

Convolvulus dissectus Jacq., Obs. Bot. 2:4, tab. 28. 1767. Tipo: América.

Convolvulus palmatus Miller. Gard. Dict,, ed. 8 n, 8. 1768. Tipo; México, Veracruz, Houstoun
5.0,

Ipomoea sinuata Ortega, Horts. Matrit. Descr. Dec. 7:84.1798. Tipo. Cuba, "ubi Aguinaldo”,
Espinosa s.n.

Ipomoea dissecta (Jacq.) ‘Pursh, Fl. Amer. Sept. 145.1814.
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Operculina dissecta (Jacq.) House, Bull. Torrey Bot. Club 33:500. 1906.

4.1.3. Nombres comunes

Campanilla, sandia, cimarron,

4.1.4. Descripcidn de la especie.

Enredaderas volubles, rastreras, perennes, lignescentes. Tallos postrados © volubles, rollizos,
contortos, de 5 m de largo, 1-3 mm de diametro, ramificados, lisos, verdes o pajizos, ligera a
densamente hirsutos, pelos amaritlos; entrenudos 5.5-15.0 em de largo. Hojas simples,
palmadamente pseudocompuestas, segmentos 5-7, los senos Hegando 5-10 mm hasta la base de la
lamina, persistentes, pecioladas, verdes en ambas superficies; limina palmatisecta, 3.0-11.5 cm
de largo, 2.5-12.0 cm. de ancho, membranicea, margenes enteros e incisos, los pices de los
16bulos atenuados obtusos, la base atenuada, venacién palmatipinnada; segmentos divididos
apenas hasta la base de la lamina, variables, ovados, ovado-elongados & estrechamente elipticos,
1.5-7.3 cm de largo, 0.5-2.3 cm de ancho, glabros, estrigosos o hirsutos, margenes enteros o
dentado-sinuados, los dientes 2-10 mm de largo, 2-6 mm de ancho; peciolos rollizos, 3-9 cm de
lago, ca. 1| mm de didmetro, lisos o estriados, glabros, ligera a densamente hirsutos.
Inflorescencias en monocasios reducidos, flores 1-2; pedinculos primarios rectos, roliizos, 3.3-
11.0 cm de largo, 1-2 mm de diametro, glabros o ligeramente hirsutos; pedicelos rectos durante
antesis, reflexos durante la fructificacion; pedanculo primario recto, rollizo, 3.3-11.0 de largo, 1-
2 mm de didmetro, glabro o ligeramente hirsuto;, pedicelos rectos, reflexos durante la
fructificacién, rotlizos, 1.8-2.6 cm de largo, ca. | mm de diametro, dilatandose hasta 3 mm de
diametro en el 4pice, lisos, glabros, sépalos subiguales, imbricados, verde-oscuros,
frecuentemente purplreos en 105 margenes, los exteriores un poco mas grandes que los interiores,

1.2-1.8 cm de largo, 5-7 mm de ancho, acrescentes y reflexos durante la fructificacion, de 2.4 cm
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de largo, 1 cm de ancho, ovados elongados, elipticos, coriaceos, glabros, margenes enteros,
frecuentemente escariosos, el apice agudo, obtuso, la base truncada; corola campanulada, 3.0-4.5
cm de larg o, tubo 1.0-1.5 cm de largo, 5-14 mm de didmetro, purpura por adentro, blanca por
fuera glabra, limbo subentero, dilataindose gradualmente, estivacién convoluta induplicada,
blanca, glabra; estambres subiguales 1.5-2.0 cm de largo, filamentos insertos en la base del tubo
de la corola, blancos; anteras contortas, blancas; estilo ca. 2 ¢cm de largo, blanco, glabro;
estigma capitado, escasamente bilobado, Fruto una cdpsula, parda al secarse, subconica, 1.2-1.5
cm de largo y ancho, l6culos 2, 4-valvada, dehiscencia generalmente irregular, membrandicea,
lisa, glabra; semillas 4, negras, subrotundas, dngulos 3, 6-8 mm de largo y ancho, lisas,

brillantes, la testa dura, glabra. Raiz tuberosa.
4.1.5. Distribucién en México.
Sinaloa, Coahuila, Nuevo Leén, Tamaulipas, San Luis Potosi, Hidalgo, Sonora, Veracruz,.
Qaxaca, Yucatan, Campeche y Quintana Roo.
4.2. Merremia fuberosa (L.) Rendle en Fl. Trop. Africa 4:104. 1905,
4.2.1. Clasificacion (Cronquist, 1981).
Reino Vegetal

Divisién Magnoliophyta

Subdivision  Angiospermae

Clase Magnoliopsida
Subclase Asteridae
Orden Solanales
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Familia Convolvulaceae
Género Merremia

Especie Merremia fuberosa (L) Rendie.

Segun McDonald, 1993, describe las sinonimias, nombres comunes, descripcion y distribucion en

México de M. mberosa.

4.2 2. Sinonimias.

Ipomoea tuberosa L., Sp. P1. 160. 1753. Tipo: Jamaica.

Convolvutus gossypiifolius HB K., Nov. Gen. Sp. 3:107. 1818. Tipo: Cuba, Havana, Feb. 1801,
Humboldt & Bonpland s.n,

Convolvitlus tuberosus (L.) Sprengel, Syst. Veg. 1:591. 1825

Convolvulus macrocarpus Sprengel, Syst. Veg. 1:592. 1825. nom. superfl. para C gossypiifolius
HB.K.

Batatas tuberosus (L.) Bojer, Hort. Maurit. 226. 1837.

Operculina tuberosa (L.) Meissner, in C. Martius Fl. Brasil 7:212. 1869.

4.2 3. Nombre comin.
Pata de gallo.
4.2 4. Descripcion de la especie.
Lianas robustas, volubles, perennes, tuberosas. Tallos rollizos en crecimiento nuevo, surcados en

crecimiento maduro, contortos, de 20 m de largo, 0.2-3.5 cm de diametro, ramificados, lisos o

rugosos, glabros. Hojas simples, palmadamente lobadas, 8-20 cm de largo, 9.5-19 ¢m de ancho,
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segmentos 6-7, verdes en ambas superficies, ovadas elongadas, 3.2-9.0 cm de largo, 1-5 cm de
ancho, glabras en ambas superficies, margenes enteros, los apices atenuados; venacién pinnada,
peciolos surcados, 3-3-3-3-3-3 3-13 cm de largo, 1-3 mm de diametro, lisos o estriados, glabros.
Inflorescencias en cimas, la primera ramificacién dicasial, las siguientes monocasiales, flores 2-
6, una sola flor fértil por inflorescencia; pedinculo primario roflizo, 4.5-13.0 cm de largo, 1-4
mm de didmetro, glabro, recto y lefioso durante la fructificacién; pedicelos rectos o péndulos
durante antesis 8-16 mm de largo, 1-2 mm de diametro, lignificados, recurvados, dilatandose
hasta de 8 mm de diametro durante la fructificacién, lisos a estriados, glabros; sépalos
subiguales, imbricados, verdes, elipticos 1.9-2.7 ¢m de largo, 8-11 mm de ancho, coridceos, las
margenes enteros, membranaceos, el dpice agudo durante antesis, reflexos y envolviendo fruto
durante la fructificacion, anaranjados hacia adentro, glabros; corela infundibuliforme, 4-6 cm de
largo, limbo subentero, dilatindose gradualmente, 4-5 ¢cm de ancho, amarillo, glabro; estambres
subiguales, 2,5-3.0 cm de largo; anteras contortas, blancas, pubescente-glandulares en la base;
estilo de tamafio iguai al estambre mas largo. Fruto una capsula, pajiza y transparente al secarse,
globoso, 3.5-4.0 cm de diametro, dehiscencia irregular, el pericarpo membraniceo, glabro;
semillas 4, negras subglobosas, angulos 2 6 3, 1.5-2.0 ¢m de largo y ancho, tomentosas, pelos

negros. Raiz tuberosa.

4.2.5. Distribucion en México.

Yucatan, Campeche, Quintana Roo, Veracruz, Oaxaca y Chiapas.
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5. MATERIAL Y METODQS.

5.1. Material vegetal.

Las dos especies se colectaron a 100 m del poblado de Apazapan, sobre el camino que va de
Apazapan a Jalcomulco, Mpio. de Apazapan (aproximadamente a 20 minutos de la Cd. de
Jalapa), Ver. Se realizaron dos colectas: una en septiembre de 1995 y 1a otra en enero de 1996

Las determinaciones de-las especies la realizaron la M. en C. Rosa Amelia Pedraza de la
Direccién General de Asuntos Ecologicos del Estado de Veracruz, la M. en C. Susana Valencia
del Herbario de la Facultad de Ciencias (FCME), y la M. en C. Martha Olvera de! Herbario

Nacional, Instituto de Biologia (MEXU).

Los ejemplares de respaldo se depositaron en el Herbario de la Facultad de Ciencias (FCME),
correspondiendo los nameros de registro 47552 para Merremia tuberosa y 47555 para Merremia

dissecta.

5.2. Condiciones generales para el trabajo experimental.

Los puntos de fusion (p.f) se determinaron en un aparato Fischer Jones y no estan corregidos. La
cromatografia en columna se desarrolld con gel de silice para cromatografia en placa fina Merck
Art. No. 7730. Las cromatografias en capa fina (CCF) se efectuaron utilizando cromatoplacas de
gel de silice Merck 60 F 254 de 0.25 mm de espesor. El revelado de las placas se hizo utilizando

luz ultravioleta tanto de onda larga como corta y revelador de sulfato cérico.

Los espectros de ultravioleta {(UV) se determinaron en un espectrofotometro Perkin Elmer,
modelo 532, en metanol. Los espectros de infrarrojo (IR}, en un espectrofotometro de

transformada de Fourier modelo Nicolet FT-5 SX, en cloroformo. Los espectros de Resonancia
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Magnética Nuclear (RMN) tanto proténica (RMN-'H) como de 13C (RMN-"C) y de
engrandecimtento de transferencia de polarizacién de menor torsion de 13C (“C-DEPT) se
obtuvieron en un espectrometro Varian modelo Gemini 200 o en un espectrometro Varian
modelo VRX-3005 a 300 MHZ en todos los casos se utilizo tetrametilsilano (TMS) como
referencia interna, los desplazamientos quimicos ( & ) se expresan en partes por millén (ppm), las
sefiales se indican de la siguiente manera: s = singulete, d = doblete, dd = doblete de doblete, t =
triplete, ¢ = cuarteto, m = multiplete y sa = sefial ancha; las constantes de acoplamiento (J) se dan
en Hertz (Hz). Los espectros de masas fireron determinados en un espectrometro Jeol JMS-

AX505HA.

5.3. Preparacion del material vegetal

Las raices de ambas especies se cortaron en trozos pequefios y se les dejo secar a temperatura
ambiente, posteriormente se molieron finamente en un molino de manivela obteniendo 986 g de
Merremia dissecta y 700 g de Merremia tuberosa finamente molidas.

5.4, Extraccion del material vegetal.

El material vegetal se sometid a tres extracciones sucesivas a reflujo durante 8 horas cada una,

utilizando tres disolventes organicos de polaridad creciente (hexano, acetato de etilo y etanol). El

disolvente se elimind y los extractos secos se pesaron, calculandose su rendimiento en porcentaje.
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5.5. Diagrama metodologico de las extracciones.

METODOLOGIA

RAIZ

'

Secado y molienda de la raiz
986 g de Merremia dissecta y 700 g de M. fuberosa

Extraccion con hexano
tres veces consecutivas
de 8 horas ¢/u

l
EXTRACTO HEXANICO RAIZ DESENGRASADA

M. dissecta; 18,9861 g
M. tuberosa; 17,1468 g

Extraccion con Acetato
de etilo tres veces con-
secutivas de 8 h c/u

v v

EXTRACTO DE ACETATO RESIDUO VEGETAL
DE ETILO

M. dissecta: 104918 g l

M. tuberosa: 12.5940 g

Extraccion con etanol
tres veces consecutivas
de8hclu

EXTRACTO ETANOLICO RESIDUO
M. dissecta; 26,1443 g
M. tuberosa: 17.8056 g
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5. 6. Andlisis de los extractos de Merremia dissecta.

5.6.1. Diagrama Metodologico.

Extracto Hexanico (DH)

18.9891 g
Percolacion
Fraccién chcllén de Fraccién
Hexdnica Acetato de Metanélica
(DHH) etilo (DHA) (DHM)
52360 g 84341 g 43789 g
Cromatografia
en Columna

Purificacion y cristalizacién
de fracciones

DHA-4 DHA-6 DHA-7 DHA-8 DHA-10 DHA-11 DHA-12

Recristalizacion, analisis fisico y
espectroscopico

Comp. A Comp. E
Mezcla

CyD

Comp. G
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Extracto de Acetato
de etilo (DA)
104918 g

Cromatografia en Columna

l

Purificacion y cristalizacion
de fracciones

DALl DA21 DA22 DA-24

l I

Analisis fisico y
espectroscopico

b

MezclaCyvD Comp. G




5.6.2. Extracto hexanico de Merremia dissecta (DH).

. El extracto hexanico (DH, 18.9891 g) se percold en una columna cromatografica con gel de silice
utilizando como eluyentes hexano, acetato de etilo y metanol. Los rendimientos se encuentran en
. ¢l Cuadro No. 1.
CUADRO No. |

RENDIMIENTO DE LAS FRACCIONES PERCOLADAS

FRACCION RENDIMIENTO (g)
Hexanica (DHH) 5.2360
Acetato de etilo (DHA) 8.4341
Metanélica (DHM) 43789

La fraccion hexanica (DHH, 5.2360 g) es un solido negro cuya cromatografia en capa fina

presentd una gran cantidad de compuestos.

La fraccion eluida con acetato de etilo {(DHA, 8.4341 g) se separ6 en cromatografia en columna

de gel de silice utilizando como disolvente hexano y polaridad creciente con cloruro de metileno

CH,Ci,, hasta eluir con CH,Cl, y posteriormente con metanol. De esta cromatografia se

obtuvieron 85 fracciones de 50 ml cada una, las cuales se reunieron por su similitud en

cromatografia en capa fina.

Algunas de estas fracciones se¢ obtuvieron con cierto grado de pureza vy en buena cantidad por lo

que se purificaron por cristalizacion con hexano-acetato de etilo (Cuadro No. 2).
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CUADRO No. 2

FRACCIONES CRISTALIZADAS PROVENIENTES DE LA PERCOLACION CON
AcOLt DEL EXTRACTO HEXANICO Merremia dissecta

accion | CNNIDRD | PNTODE
DHA-4 41.0 75-77°C
DHA-6 12.0 137-139 °C
DHA-7 48.0 135-137°C
DHA-8 76.8 195-197 °C
DHA-10 300 20-93 °C
DHA-11 78.0 90-93 °C
DHA-12 440 90-93 °C

Estas fracciones se purificaron nuevamente por técnicas cromatograficas o recristalizacion y se
obtuvieron algunos compuestos a los que se les determind su p.f, pureza en CCF, anilisis
espectroscopico de infrarrojo (IR), resonancia magnética nuclear de hidrogeno (RMN-"H), de
carbono 13 (RMN-"C), (°C-DEPT) y espectrometria de masas (EM). Los compuestos obtenidos

en cada una de estas fracciones se encuentran en el Cuadro No. 3
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CUADRO No. 3

COMPUESTOS OBTENIDOS DEL EXTRACTO HEXANICO
DE RAIZ DE M. dissecra

TECNICA DE | COMPUESTOS PUNTO DE | NALISIS ESPEC
FRACCION CANTIDAD TROSCOPICOS
PURIFICACION | OBTENIDOS FUSION REALIZADOS
———
Ftalalo de — liquido RMN-'H
dioctilo
DHA-4 CcC 1
IR. RMN-"H,
Compuesto A +0mg 84-85°C
rRMN-13¢, BC.DEPT
Cristalizacion de RMN-IH.RMN-13C.
DHA-6 Hexano-ACQOEL Mezcla C yD 12.0 mg 137 -139°C 13C-DEPT

Cristalizacion de
DHA-7 Hexano-ACOEt | MezclaCyD 480mg | 135-137°C | IR RMN-1H, EM

Crstalizacion de RMN'IH. M‘lJC. IR
DHA-8 Hexano-ACOEL Compuesto E 76.8 mg 195 - 197°C |vEM

DHA-10 l 13
Cristalizacién de | Compuesto G 152.0 mg 90-93ec | RMN-"H, RMN-7-C
e UCDEPT v EM
Hexano-ACQEL - ¥
DHA-12

La fraccién metandlica (DHM) tuvd un peso de 4.3789 g, es un solido amarillento que al

cromatografiar en capa delgada se observd como una mezcla de compuestos.

5.6.3. Extracto de Acetato de etilo de Merremia dissecta (DA).

El extracto de acetato de etilo (DA, 10.4918 g) se separd por cromatografia en columna de gel de
silice, utilizando 220 g de gel de silice. Se inici6 eluyendo con hexano-AcOEt (9:1), se aumento

la polaridad gradualmente hasta eluir con acetato de etilo 100%, se continuéd

eluyendo con acetato de etilo-metanol (9:1) hasta terminar con metanol. En total se obtuvieron

30



271 fracciones de 100 ml, las que se reunieron por su similitud en cromatografia en capa fina. Las
fracciones que se obtuvieron en buena cantidad y con cierto grado de pureza, se recristalizaron
con hexano-ACOEt, se les determind su punto de fusion y se les realizé el analisis

espectroscopico. Los datos de estos compuestos se reunen en el Cuadro No. 4.

CUADRO No. 4

COMPUESTOS SEPARADOS DEL EXTRACTO DE ACETATO DE ETILO (DA)

FRACCION | DISOLVENTE CANTIDAD | PUNTODE § ANALISIS ESPEC-
No. DE ELUCION | COMPUESTO { ASPECTO (mg) FUSION | TRosCoOPICOS
Hexano- Mezcla de S4hido IR, RMN-H
DA-11 AcOE1(8:2) CyD blanco 14.4 138-139°C | o' l3c g, pepr
vy EM
Hexano Bélido [R, R.M:NJH \
DA-21 AcOFL (8:2) G blanco 41.0 92-93C e 3c, 136 pEPT
yEM
Hexano Solido R, RMN-H
DA-22 AcOE1 (82) G blanco 2.0 92-93C | I3c y EM
Hexano Sélido IR, RMN-tH
DA-24 : ) -92° y .
2 ACOE! (8:2) G blanco 201 91-92°C i 13 y B




5.7. Analisis de los extractos de Merremia tuberosa.

5.7.1. Diagrama metodolégico.

Extracto Hexanico (TH) Extracto de Acetato
17.1468 g de etilo (TA)
12,4900 g
Percolacion
v v v Cromatografia en Columna

Fraccién Fraccién de Fraccidn

Hexdnica Acetato de Metandlica

(THH) etilo (THA) {THM)

16792 g 8571 ¢g 20705¢g

[ Purificacion y cristalizacion
[l J de fracciones
2 3 4 5 6 1 2 3 4 I

l TA-78 TA-110
Anilisis espectroscopico y
cromatrografico en HPLC

Analists fisico y
espectroscopico

1 2 3 4 5 6 7 8 MezclaCy D Comp. K
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5.7.2. Extracto hexanico de Merremia mberosa (TH).

El extracto hexanico (TH, 17.1468 g} se percold en una columna de gel de silice utilizando come
eluyentes hexano, acetato de etilo y metanol en forma consecutiva. Con hexano se obtuve una

sola fraccion (THH) de color negro, con un peso de 1.6792 g.

Con metanol se obtuvieron 4 fracciones (THM) las que se analizaron por cromatografia en capa

fina y cuyos pesos se indican en el Cuadro No. 5.

CUADRO No. 5
FRACCIONES METANOLICAS OBTENIDAS DEL
EXTRACTO HEXANICO (THM)

FRACCION CANTIDAD
No. (g}
THM-1 1.8019
THM-2 0.1125
THM-3 0.1560
THM-4 0.0010

Con acetato de etilo se obtuvieron 11 fracciones de 250 ml cada una; éstas se reunieron por su

similitud observada en cromatografia en capa fina en 6 nuevas fracciones, de la siguiente manera:
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CUADRO No. 6

FRACCIONES DE ACETATO DE ETILO OBTENIDAS

DEL EXTRACTO HEXANICO (THA)

FRACCION FRACCIONES CANTIDAD
No. REUNIDAS (mg)
THA-1 1 6720.0
THA-2 2 285.2
THA-3 3 4233
THA-4 4-6 533.6
THA-5 7 315.4
THA-7 9-11 132.8

La fraccidon THA-2 fué 1a mas pura y se le determind su punto de fusién y espectros de IR y

RMN-IH.

Esta fraccidn se utilizd, primeramente, para establecer las condiciones de separacion de resinas

glicosidicas por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) y posteriormente para separar

las resinas.

5.7.3. Analisis por HPLC de la fraccion THA-2

Se utilizo un cromatografo de liquidos analitico modelo Merck Hitachi Lachrom equipado con

bomba cuaternaria, sistema de inyeccion (20 pl) automatico; detector de luz UV y con integrador.

Para ta separacion se utilizé una columna Lichrocart 250 empacada con Lichrosphere 100, de

fase reversa C18 y de 5 um.
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Se utilizaron disolventes Tecnolab grado HPLC, los que se filtraron previamente a través de una
membrana Millipore con tamafio de poro de 0.5 um. Se prepararon soluciones metanélicas con la

muestra a concentraciones de 1, 2, 3, 10y 100 mg/ml.

Se probaron primeramente sistemas de elucion fijos, con mezclas de acetonitrilo-agua
(AcN-H;0). 65:35, 70:30 y 80:20 variando los diferentes parimetros cromatograficos.

Posteriormente se probé un sistema de efucion en gradiente lineal con las siguientes condiciones:

CUADROC No. 7

ANALISIS POR HPLC DE LA FRACCION THA-2
{Gradiente lineal)

TIEMPO AcN H,0
(mm) (QAI) (“A])

0 10 90

45 100 -

Concentracion; 3 mg/ml
Velocidad de flujo: 1.5 mb/min
Longitud de onda: 210 nm
Atenuacion: 4

Velocidad de papel; 10 mm/min

En los cromatogramas se observé que la mayoria de picos importantes se encontraban en el rango
de elucion AcN-H,O (60-40) y AcN-H,O (90-10). Por lo que se hizé un gradiente escalonado

con las siguientes condiciones.
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CUADRO No. 8

ANALISIS POR HPLC DE LA FRACCION THA-2

{Gradiente escalonado)

TIEMPO AcN H,0
(min) (%) (%)
0-10 60 40
11-20 68 32

21 - 45 90 10

Con estas condiciones se inyectd varias veces una solucion concentrada de la muestra THA-2 y
se obtuvieron 8 fracciones en muy pequefia cantidad. La fraccion 8 fue la que se presentd con
cierto grado de pureza pero en peguefia cantidad por lo que solo se obtuvieron los espectros de

RMN-'H (Espectro 41), de EM por impacto electronico (Espectro 42) y por FAB™ (Espectros 43

y 44),

5.7.4. Extracto de Acetato de etilo de Merremia tuberosa (TA).

El extracto de acetato de etilo (TA, 12.59 g) se separo por cromatografia en columna utilizando
220 g de gel de silice para cromatografia en placa fina Merck Art. No. 7730. Se eluyé primero

con hexano y la polaridad se aumentd gradualmente con acetato de etilo hasta eluir con 100% de

este dltimo disolvente.

Concentracion: 3 mg/mly 5 mg/ml
Velocidad de flujo; 1.5 mi/min
Longitud de onda: 210 am
Atenuacion: 4

Velocidad de papel: 10 mm/min
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Se obtuvieron 514 fracciones de 75 ml, las cuales se reunieron por su similitud en cromatografia

en capa fina de control. Las fracciones marcadas como TA-78 y TA-110 se cristalizaron de

hexano-ACOE, se pesaron y se analizaron fisica y espectroscopicamente.

Los datos se resumen en el siguiente cuadro:

CUADRO No. 9

COMPUESTOS SEPARADOS DEL EXTRACTO DE ACETATO DE ETILO (TA)

FRACCION | DISOLVENTE CANTIDAD | PUNTODE |ANALISIS
No. DE ELucioN | COMPUESTO | ASPECTO (mg) FUSION  }ESPEC-
TROSCOPICOS
Hexano- Mezcla ]
TA-78 AcOE1 (9:1) CyD S6lide blanco 6.0 133-135°C | pMN-1H
H K Slido blan 66.0 293¢ | RM H.
TA-110 eXand ido blanco . - 13
AcOEt (8:2) gﬁ” Cy
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6. RESULTADOS Y DISCUSION.

6.1. Rendimiento de los extratos.

A los extractos hexanicos, de acetato de etilo y etandlico de las raices de ambas especies se les
calculd su rendimiento en base al peso seco de raiz. Los datos se encuentran en el siguiente

cuadro:

CUADRO No. 10

RENDIMIENTQ DE LOS EXTRACTOS OBTENIDOS DE LAS RAICES
DE Merremia dissecta y Merremia tuberosa

E X T R A C T O S
CANTIDAD HEXANO ACETATODEETILO yE T A NO L
DE RAIZ PESO@) | % PESO @] % PESO (@] %

Merremia dissecta
986 18.9861 1.92 10.4918 1.06 26.1443 2.65

Aferremia tuberosa
70 g 17. 1468 24 12.594 1.7 17.8056 2.54

Aunque el objetivo de este trabajo es el estudio de los extractos no-polares de las raices, se
obtuvieron también de manera sistematica los extractos etandlicos siendo estos los que

presentaron mayores rendimientos.



6.2. Extractos de Merremia dissecta.

Tanto en los extractos hexanicos como de acetato de etilo se logro la separacién de algunos

compuestos los que se analizan particularmente.

6.3. Extracto hexanico de Merremia dissecta (DH).

De la percolacion de este extracto se obtuvieron tres fracciones: hexanica (DHH), de acetato de
etilo (DHA) y metanélica (DHM). La fraccion de acetato de etilo tuvé un mayor rendimiento

(8.4341 g} por lo que se separd por cromatografia en columna.

Solo las fracciones que se encentraron en buena cantidad y con cierto grado de pureza se

recristalizaron y se analizaron fisica y espectroscopicamente.

Fraccién DH-4.

La fraccion DH-4 con punto de fusion (75-77°C) se purifico nuevamente por cromatografia en
columna de gel de silice y se obtuvieron dos compuestos. Uno de estos al compararlo con
espectros reportados en la literatura  (Catalogo Aldrich, 1993) resulté ser oftalato de dioctilo
(Espectro 1), que es un contaminante comin de los disolventes organicos. El otro compuesto,
(compuesto A) con p.f. = 84-85°C presentd en el espectro de IR (Espectro 2) bandas
caracteristicas de vibraciones fundamentales C-H alifatica (2929.6 y 2855.4 em™); de carbonilo

de ester (1712.8 ecm™); de C = C (1602.0 cm™) y de CH;-C (1464.1 ).



En el espectro de RMN-"H (Espectro 3) se observo la presencia de un hidrogeno vinilico (5.54
ppm, dt, J = 54 y 2.7 Hz; 1H); un hidrogeno unido a un carbono que soporta un itomo de
oxigeno (4.69 ppm, t, ] = 2.7 Hz, 1H), 6 sefales de metilo singuletes (1.07, 1.04, 1.01, 0.93, 0.90
y 0.786 ppm, 3H® c/u); dos sefiales de metilo doblete (0.83 y 0.89 ppm con J = 6.6 y 6.0 Hz

respectivamente, 3H ® c/u). Ademas de las sefiales de CH y CH; en la region de 1.1 a 2.2 ppm.

Por otro lado en los espectros de RMN-"*C y “C-DEPT (Espectros 4, 5 y 6) se observaron siete
sefiales de metilo (14.1, 15.0, 15.6, 16.0, 17.7, 21.9 y 22.7 ppm) siete senales de CH (30.8, 44.2,
51.8,50.3,60.1, 78.3 y 120.0 ppm); dos sedales de carbono de carbonilo (173.5 y 178.8 ppm); v
15 sefiales de CH; (18.7, 19.9,22.7, 24.0,24.7,25.4,28.3,29.1,29.2, 29 4, 28.5, 29.7, 31.9, 33.9,

34.2,34.8y 35.4 ppm).
Al comparar estos datos espectroscopicos con aquellos de la literatura se vio que el compuesto A

es un diester de un triterpeno pentaciclico del tipo de los adianenos (Vigar Uddin Ahnad, er

al.,1994),
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Compuesto A
Diester de adianeno

B Compuesto B
Simtarenol

Fig. 10. Estructura del simiarenol y de un diester de adianeno.

En los cuadros 11 y 12 se muestran los desplazamientos quimicos de RMN-'H y de °C para el

compuesto A (espectros 3 a 6) asimismo, para el simiarenol (compuesto B) (Vigar Uddin Ahnad,

etal, 1994).
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CUADRO No. 11

DESPLAZAMIENTOS QUIMICOS DE RMN-'H DE
LOS COMPUESTOS A Y B

Desplazamiento quimico en ppm (seiial), J en Hz, integracion
No. DE SIMIARENOL* COMPUESTO
PROTON (B) (A!
H-3 3.47{m), 1H 469(t))=27,IH
H-6 5.62(dt),]=62,221H |554(dt)}=34y27,1H
H-23 1.05 (s), 3H 1.04 (s), 3H
H-24 1.14 (s), 3H —
H-25 0.89(s), 3H 0.90(s), 3H
H-26 1.01 (s), 3H 1.01 (s), 3H
H-27 0.93 (s), 3H 0.93 (s), 3H
H-28 0.78 (s), 3H 0.79 (s), 3H
H-2% 0.88(d),J=6.53H 0.89(d), }=6.0,3H
H-30 0.83(d),J=6.5,3H 083(d),1=6.6,3H

¥ Vigar Uddin Ahnad and Atta-ur-Rahman (1994)
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CUADRO No. 12

DESPLAZAMIENTOS QUIMICOS DE RMN-"'C DE LOS
COMPUESTOSAYB

- Desplazamientos quimicos en ppm

No. DE SIMIARENOL** COMPUESTO A
C (B)
l 18.1 8.7
2 278 29.2
3 76.3 78.3
4 50.0 42.8
5 142.0 142.3
6 122.0 120.0
7 24.0 24.7
8 44.3 44.2
9 348 38.6
10 50.0 50.3
11 34.1 34.1
12 28.9 29.0
13 386 3e.1
14 40.2 3%.4
15 29.1 29.2
16 354 35.4
17 423 423
18 517 51.8
19 19.9 19.9
20 283 28.3
21 60.0 61.1
22 30.8 30.8
23 29.1 14.1
24 25.5 178.8
25 17.9 17.7
26 15.7 15.6
27 15.0 15.0
28 16.0 16.0
26* 21.9 21.9
30* 22.9 229

* Las sefiales se pueden intercambiar
** Vigar Udd in Ahnad and Atta-ur-Rahman (1994)
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La informacién que proporciona el espectro de masas (Espectro 7) comrobora la presencia de un
residuo de adianeno en la molécula; ya que presentd los iones caracteristicos de la fragmentacion

de este tipo de moléculas (Ageta, et al,, 1989, 1997) segin €l siguiente diagrama:
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miz =274

m/z =231

lOBeS
complemetario:
m/z =205
-CH;

/mlz=l9[

-CsHs

oA ?‘\«%

m/z = 205

wiz = 134 m/z = |49

Fig. 11. Diagrama de fragmentacion del diester de adianeno.
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La presencia de los grupos ester se sustenta con la presencia de los iones con m/z a 424 y 396,

segun el siguiente diagrama de fragmentacion:

M- = 7%

{R,-C=0)
OR {Ry-0)

mzr424

{C==0*)

Fig. 12. Diagrama de fragmentacion de los grupos ester del compuesto A.

Los fragmentos asignados a los iones presentes en el espectro de masas se encuentran en el

Cuadro No. 13.
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CUADRO No. 13
IONES MOLECULARES DEL COMPUESTO A

FRAGMENTO { m/z |
[M +] = Cs3HpaO4 790
[CaoHy7 0]+ 439
[C2sHasOs}+ 429
[C30HasO]+ 421
{CarHaO;]+ 396
{C2eHas O]+ 396
[CasHs]+ 393
[CasHaoOT+ 368
[CasH3s]+ 350
[CaoHaa}+ 274
[CiosH3i )+ 259
[CisHa )+ 231
[CisHz)+ 206
[CisHas]+ 205
{CiaHa+ 191
[CuHyg]+ 149

Con estos datos se propone como estructura parcial del compuesto A un residuo triterpénico del

tipo del simiarenol (B) el cual presenta dos esteres con sustituyentes R, y Rz en las posiciones 3 y

24 respectivamente.

La estructura total del compuesto A no se ha podido determinar debido fundamentalmente a que

este metabolito resulid ser inestable en silice, dificultando tanto su aislamiento como su

purificacién.
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Fraccion DH-6.

En esta fraccién se aislé un solido el cual se cristalizo de hexano-acetato de etilo, obteniéndose

cristales blancos con un punto de fusion de 137-139°C.

En el espectro de RMN-H {Espectro 8) se observaron sefiales en 5.35 ppm (sa) de H vinilico
que integra para un protén; 3.51 ppm (m) asignado a un proton unido a un atomo de carbono
que soporta una funcion OH; dos seiales (dd) a 5.14 y 5.01 ppm asignadas a dos protones

vinilicos; en fa region de 0.80 a 2.50 ppm sefiales de H de metileno (- CH; -), y de 0.7 a 1.02

ppm sefiales de H de CHj;.

Una comparacion cuidadosa de los de RMN-IH con aquéllos de la literatura (Espectros 9 y 10)
(Catilogo Aldrich, 1993) permitio identificar que Ia fraccion esta compuesta por una mezcla de
B-sitostero! (C) y estigmasterol (D). Lo cual fue corroborado en el espectro de masas (Espectro
11), donde se observaron dos picos a 412 y 414 m/z que corresponden a los pesos moleculares de

las formuias CogHygO y CogHgpO del estigmasterol y del sitosterol respectivamente. De las

intensidades relativas de estos iones moleculares se estimd, por el método de (Martinez, ef al.

1987), que la relacion C:D se encuentra en una proporcion aproximada de 68:32 (2:1).

Asimismo, el espectre de masas de esta muestra (Espectro 11) presento los iones caracteristicos
de la fragmentacion del sitosterol reportados en la literatura por (Aizawa, ef al.,1974), asi como
los del estigmasterol, aunque estos dltimos con menor intensidad. Los iones moteculares de la

fragmentacion del sitosterol se encuentran en el siguiente cuadro;
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CUADRO No. 14

10NES MOLECULARES DEL SITOSTEROL

FRAGMENTO m/z
I6n molecular {M]+ 414
[M - CH3}+ 399
[M - HyOJ+ 396
[M - CH;3 - H,0)+ 381
[M - CsHgO]+ 329
[M - CgH s+ 303
[M - CoH,5O}+ 275
[M - CgHq 1+ m
[M - C gHy7]+ 255
[M - Cy3Ha7]+ 231
M - C|3HqgO}+ 213

En los espectros de RMN-13C y Be.pepT {Espectros 12 y 13) se observaron los
desplazamientos quimicos de los diferentes carbonos tanto del sitosterol como del estigmasterol.
La asignacion de éstas se comparé con datos de la literatura (Holland, ef af., 1978) para ambos

compuestos.
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CUADRO No. 13

DESPLAZAMIENTOS QUIMICOS DE RMN-"C DEL ESTIGMASTEROL

Y B-SITOSTEROL

N Literatura* Experimental Literatura* Experimental
0.deC . ; . .
Stigmasterol Stigmasterol p-sitosterol B-sitosterol

1 374 373 373 373
2 317 317 31.8 31.7
3 71.8 71.8 71.9 71.8
4 42.4 423 42.4 45.9
5 140.9 140.8 140.9 140.8
6 121.7 121.7 121.8 121.7
7 319 319 320 319
8 319 31.9 32.0 31.9
9 50.3 50.2 503 50.2
10 36.6 36.5 36.6 36.5
11 21.1 21.1 21.1 21.1
12 39.8 39.8 39.9 39.7
13 42.4 423 42.4 423
14 57.0 56.9 56.8 56.8
15 24.4 24.4 243 243
16 28.9 28.9 282 ° 283
17 56.0 56.0 56.2 56.1
18 19.4 19.4 119 11.9
19 12.2 12.2 19.4 19.8
20 40.5 40.5 36.2 36.15
21 211 21.2 19.1 21.1
22 138.4 1383 340 34.0
23 129.4 129.3 29.3 292
24 513 513 50.3 513
25 31.9 31.9 26.2 26.1
26 19.0 21.1 18.8 18.8
27 211 19.1 19.8 19.0
28 254 25.4 23.1 23.1
29 12.0 11.9 11.9 12.0

¥Can J. Chem. 56, 3121-3127 (1978)

Con estos datos se corroboro que la fraccidn DH-6 es una mezcla de B-sitosterol y estigmasterol

en una proporcion aproximada de (2:1) cuyas estructuras se representan a continuacion:
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B - sitosterol (C}

Fig. 13. Estructura del estigmasterol y B-sitosterol.

Fraccion DH-7.

Esta fraccion (48.0 mg) también resultd ser una mezcla de estigmasterol (D) y B-sitosterol {C)

con una abundancia relativa de (13:7).

Fraccidn DH-8

De la fraccion DH-8 se obtuvo un solido el cual se recristalizd de hexano-acetato de etilo
obteniéndose un solido blanco con p.f. = 195-197°C. El i6n molecular obtenido en el espectro

de masas (Espectro 17) fue de [M]+ = 426 m/z, el cual corresponde a una formula de CioHsO.
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Por otro lado en el espectro de IR (Espectro 18) se observaron bandas en 3616 ¢cm™ de OH;
2944.6 y 28672 cm” de C-H alifatico; 1641.6 cm™ de C = C; 1456.8 y 1382.0 cm™! de CH. Estas
caracteristicas espectrales indicaron que este compuesto es de naturaleza triterpénica. Lo cual fie
corroborado en el espectro de RMN-'H (Espectro 19), donde se observaron sefiales a 4.68 ppm
(d)con ) =2.7y4.57 ppm (da) conJ = 1.2'y 2.7 Hz que integran cada una para un hidrogeno, las
que fueron asignadas a protones vinilicos. Asimismo, se observa a 3.19 ppm una sefial dd con J
= 5.4y t0.8 Hz que integra para un hidrégeno, asignado a un protén que esta unido a un carbono
que soporta un grupo OH. Por otro lado se observan dos sefiales a 2.38 ppm (m) y 1.90 ppm (m)
que integra cada una para un hidrégeno que se asigna a protones en posicion f§ a un grupo OH. A
1.68 ppm se observa un singulete que integra para tres hidrogenos asignado a un metilo vinilico.

Y seis singuletes en 1.03, 0.96, 0.95, 0.83, 0.79, 0.761 ppm que se asignaron a 6 grupos metilo.

Asi también en el espectro de RMN-C {Espectro 20, Cuadro No. 15) se observaron las 30
seflales que corresponden a todos los atomos de carbono presentes en la molécula, lo que
concuerda con la formula minima deducida por espectrometria de masas (C3oHso0). Una revision

bibliografica (Wenkert, ef al., 1978) reveld que ¢l producto DH-8 es el lupeol (compuesto E).
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Lupeol (E)

Fig. 14. Estructura def lupeol.



CUADRQO No. i6

DESPLAZ AMIENTOS QUIMICOS DE RMN-"C DEL LUPEOL

No. DEC LITERATURA* {EXPERIMENTAL
l 38.7 38.7
2 274 274
3 78.8 719.0
4 38.8 389
5 55.2 553
6 18.3 - 183
7 34.2 34.3
3 40.8 40.9
9 50.4 50.5
10 37.1 37.2
11 20.9 21.0
12 25.1 252
13 38.0 38.1
14 42.8 42.9
15 274 27.4
16 355 35.6
17 429 43.0
18 48.2 48.3
19 479 43.0
20 150.6 151.0
21 2938 299
22 399 40.0
23 28.0 28.0
24 154 15.4
25 16.1 16.]
26 15.9 16.0
27 14.5 14.6
28 18.0 18.0
29 109.2 1093
30 19.3 19.3

* Wenkert. G, ctal. (1978),

54



Fracciones DHA-10, 11, 12y DA-21. 22 v 24,

El analisis de los espectros de RMN-'H {Espectros 21, 22, 23, 24, 25 y 28) asi como la
determinacion de los corrimientos en CCF (hexano-acetato de etilo 3:7) demostraron que todas

estas fracciones contenian el mismo compuesto, por lo que se procedio a reunirlas.

Una purificacién por cristalizacion en hexano-acetato de etilo permitid obtener un sélido blanco
con p.f. = 92-93° C. A través de un experimenio de FAB™-EM de alta resolucion se determiné el

PM de 432 asi como su anélisis elemental (Espectro 26}, que corresponde a la formula Cz7H4404.

El analisis del espectro de IR (Espectro 27) de este compuesto permitié deducir la presencia de
grupos hidroxilo, (3593.2-3550.8 cm™); de carbonilo {1699.2 cm™) y de C=C (1602.8 em™).
Ademas se observaron entre otras, la banda caracteristica de vibraciones fundamentales C-H
alifatica (2927.8 y 2854.5 cm™) y la complementaria del carbonilo «,B-insaturada (1274.9 y

1176.5 cm™),

HO X
OH

HO

Acido cafeico (Comp. F)

Fig. 15. Estructura del acido cafeico.

La inclusion de un residuo de acido cafeico (compuesto F) (Fig. 15) como parte constitutiva de

esta molécula, fue evidente por las sefiales en RMN-'H (Espectro 28) 2 6.27 ppm (d, J = 15.9
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Hz), 6.88 ppm (d, J = 8.4 Hz); 6.99 ppm (dd, J=8.4, 18 Hz), 7.12 ppm (d, ] = 1.8 Hz ); vy 7.59
ppm (d, J = 15.9 Hz}. Las sefales con desplazamiento quimico a campo alto 0.86 ppm (d, J =
5.4), 087 (t, ] =2.7); 1.25 ppm (sa}, 1.69 (m}); 4.20 (t, J = 6.6 Hz} indicaron la presencia de una
cadena hidrocarbonada de un alcohol esterificado al residuo del cafeato. Con base en estos datos

se propone que la estructura de este compuesto (G) es el cafeato de 6-metil-heptadecanoilo (Fig.

16).

Compuesto G

Fig. 16. Estructura del cafeato de 6-metil-heptadecanoilo (compuesto G).

La estructura propuesta para el compuesto G resultd ser novedosa, ya que no se encomntrd
reportada en la literatura; sin embargo de la corteza de Pongamia glabra (Murari, et al., 1991)
aistaron una mezcla de dos esteres del acido caféico que se determinaron como el cafeato de

hexacosanilo (Compuesto H) y cafeato de triacontanilo (Compuesto ) (Fig. 17).

0
HO S O/(CHz)n—CH3

HO
_ Cafeato de hexacosanilo (H): n=25

Cafeato de triacontanilo (I): n = 29

Fig. 17. Estructura del cafeato de hexacosanilo y del cafeato de tfacontanilo
(Murari, et a., 1991).
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Los datos experimentales del compuesto (G) de M. dissecta se compara con los datos reportados
para esta mezcla de compuestos (H e 1) y también con datos reportados en la literatura {Fuchino,

ef al., 1996) para el acide cafeico (Compuesto F).

En el espectro de UV (Espectro 29) del compuesto (G) se encontraron las bandas maximas para el
residuo del cafeato cuyos datos se corresponden a los reportados por (Murari, 1991) para la

mezcla de H e | como se observa en el Cuadro No. 17.

CUADRO No. 17

BANDAS MAXIMAS DE ABSORCION EN UV DEL COMPUESTO
G Y LA MEZCLA DE COMPUESTOS Hel

E1OH
COMPUESTO ]
Amdx (nm)
Compuesto G 208.0, 240.0(b), 295.5 y 330.5

Mezcla de compuestos 2195, 244.5,298.5 y 330.5
(Hel)

Las bandas en el espectro de IR (Espectro 27) previamente mencionadas se comparan con las

reportadas por (Murari, 1991} en el Cuadro No. 18.
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CUADRO No. 18

BANDAS DE ABSORCION EN EL ESPECTRO DE IR DEL COMPUESTO G
Y DE LA MEZCLA DE COMPUESTOSHE ]

DATOS
, DATOS REPORTADOS EN _
EXPERIMENTALES LA LITERATURA PARA | SENAL ASIGNADA
PARA G H 1
el ¢m” en KBr
cm” en CHCls
3593.2-3550.8 (ba) 3490 O-H libre
3367.6 (ba) 3320 0-H asociado
29278 y 2854.5 (bf) - C-H alifatico
1699.2 (bf) 1685 -C=0
1602 .8 (bf) - C=C
1247.9 y 1176.5 (bf) . -C=C-C=0

La asignacion de las sefiales de RMN-'H (Espectro 28) del compuesto G se realizo de acuerdo a
la numeracion asignada para este compuesto en la figura 16. En el Cuadro No. 19 se comparan

estos datos con los reportados por (Murari, 1991} para(Hel).
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CUADRO No. 19

DESPLAZAMIENTOS QUIMICOS DE RMN-'H DEL COMPUESTO G
Y DE LAMEZCLAHE

Desplazamiento guimico en ppm (seifial), J en Hz, integracion

No. DE DATOS DATOS EN LA
PROTON EXPERIMENTALES | LITERATURA PARA
DEL COMPUESTO G | LA MEZCLA (HED
H-2 627(d) 1=159, IH 6.28(d) J =160, IH
H-3 759(d) J=159, IH 76(d) J1=160,1H
H-5 712(d) J=18, 1H 7.10(d) J=15, IH
H-8 6.88(d) =84, 1H 6.87(d) J=80, IH
H-9 6.99(dd)J =84y 1.8, IH {7.04(dd)J =80y 1.5 IH
H-1’ 420(t) 1=6.6,2H .
H-2’ 1.69 (m) 2H )
H-17° 0.87(t) J=27,3H 0.88(1) J=77
H-18 0.86 (d) J=54,3H -
H's dCe IE:H; y |1.25 (sa) 1.24 (s) (CHa)nz

Los experimentos de RMN-">C tanto en su modalidad de desacoplamiento de hidrogeno (PND)
como de *C-DEPT (Espectros 30 y 31) permitieron la asignacion de todos los dtomos del residuo
caféico. Estas asignaciones fueron confirmadas al comparar estos datos con los publicados para el
acido caféico (Fuchino et al., 1996). Por otro lado las asignaciones del residuo hidrocarbonado se
confirmaron al comparar los datos obtenidos experimentalmente con datos calculados a través del

programa CHEMWIN. (Cuadro No. 20).



CUADRO No. 20

DEZPLAZAMIENTOS QUIMICOS DE RMN-"C DEL COMPUESTO G
(EXPERIMENTALES Y CALCULADOS) Y DEL ACIDO CAFEICO

DEZPLAZAMIENTOS QUIMICOS (ppm)

DATOS
DATOS CALCULADOS ACIDO
NO. DE | EXPERIMENTALES] POR CHEMWIN jCAFEICO
C DEL COMPUESTO PARA EL F
G COMPUESTO G

1 168.5 165.0 168.1
2 1154 117.6 115.0
3 144.0 142.8 144.5
4 127.4 128.9 125.8
3 114.5 114.8 1143
6 146.7 144.4 147.9
7 145.4 143.7 145.4
8 115.5 117.0 115.7
9 122.4 120.2 121.0
i’ 65.1 66.8

2 293 30.0

3 25.9 26.8

4 274 27.5

5 37.0 372

6 28.4 320

7 39.0 37.2

8 28.7 278

9 319 30.0

10° 29.5 303

1’ 29.6 30.3

12 29.7 303

13” 29.9 30.3

14 29.3 30.0

15° 34.2 325

16’ 22.7 23.1

17 14.1 14.0

18’ 22.6 20.1
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En el espectro de masas por impacto electronico (Espectro 32) se observo el ion molecular

(M+=432) asi como iones cuya relacion m/z se asignaron a los siguientes fragmentos.

CUADRO No. 21

PRINCIPALES IONES PRODUCIDOS EN L.A FRAGMENTACION

DEL COMPUESTO G
m/z
FRAGMENTO {abundancia relativa)
Ion molecular [M]+ 432 (34)
{M+H - CH3J+ 418 (8)
M- C;H, ]+ 404 (9)
[C;4H|704]+ 249 (l)
[CisHar]+ 183 (5)
[CyHy-H}+ 182 (38)
[CisHas-2H+ 180 (100)
[CsH705]+ 163 {57)
[CeH70;]+ 135 (13)
[C;Hio01+ 86 (1)

La presencia de estos fragmentos corresponde a las si guientes rupturas:
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—_— m/z = 249

[C14H}704]
I kg 5 T g 1t i 15 r
L /\/\/\
0 o y p ! i 3 ! I

m/z =86

CsHyp0]t e

[CsHyo H

Q "
HO m/z =183
L +
HO H [CrsHa
H
m/z = 163
+
[CoHy03]) * =
H
co m/z = 182
- +
-2H [CisHael ™
HO N W
HO m/z = |80
miz = 135 [Ci3H24)"
[Csth0y]*

Fig. 18. Patron de fragmentacién del cafeato de 6-metil-heptadecanoilo.

Con estos fragmentos se corrobora que el sustituyente metilo en la cadena hidrocarbonada se

encuentra en posicion 6 del residuo del alcohol, por lo que el Comp. G (C27Hy0,) es el cafeato

de 6 metil-heptadecanoilo,
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Fraccion DA-11.

Esta fraccidn se recristalizo de hexano-acetato de etilo y se obtuvieron 14.4 mg. De un sélido

blanco cristaline con punto de fusion 138-139°C.

De esta fraccién se obtuvieron espectros de RMN-'H, RMN-""C, “*C-DEPT, IR y EM (Espectros
33 a 37 respectivamente), y por comparacion de estos espectros con los de las fracciones DH-6 y
DH-7, analizadas anteriormente, se concluye que esta muestra es también una mezclade Dy C.
El calculo de la proporcion aproximada en la mezcla (Martinez, er o/ ,1987) de sitosterol:

estigmastero! fue de 66:34 (aproximadamente 2:1).
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6.4. Merremia tuberosa. '

La especie Merremia tuberosa se sometio a extracciones sucesivas en hexano y acetato de etilo

resultando este Gltimo el mas abundante.

6.5. Extracto hexanico de Merremia tuberosa (TH).

La percolacion sucesiva de TH con hexano, acetato de etilo y metanol permitio obtener tres
fracciones. La fraccion de acetato de etilo (THA) resulté la mas abundante (8.57 g), seguida a la

metanolica (THM) y por 0ltimo la hexanica (THH, 1.67 g).

De la fraccion de acetato de etilo (THA) se obtuvieron siete fracciones denominadas THA-1,
THA-2, THA-3, THA-4, THA-5, THA-6 y THA-7. Por su aparente pureza, la fraccion THA-2

(285 mg) se selecciond para realizar un examen espectroscopico preliminar.

La fraccion THA-2 es un solido de aspecto vitreo y de color amarillento con p.f. = 141-145°C. En
el espectro de IR (Espectro 38) se observaron bandas de grupo oxhidrilo (3467 cm™) y carbonilo
(1736 cm™), asi como los correspondientes a las vibraciones fundamentales C-H alifatico (2971-

2857 cm’).

El espectro de RMN-'H (Espectros 39 y 40) demostrd el caricter glicosidico de la fraccion
THA-2, ya que se observaron una gran cantidad de seiiales en la region de 3.0 a 5.7 ppm
asignadas a protones de residuos de aziicares. Asimismo a campos altos se observaron sefiales de
grupos metdo y metileno de una cadena hidrocarbonada.
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De acuerdo con estos datos {a fraccion THA-2 estd constituida por una serie de residuos de
azucares unidos a una ‘cadena hidrocarbonada. Una revision bibliografica sobre el género
Merremia demostro que los principales metabolitos aislados son los llamados mammosidos y
merremosidos que esencialmente son tetra o pentasacaridos del acido jalapinélico. Por lo tanto se
propone que la muestra THA-2 sea una mezcla de glicorresinas del tipo mammosido y/o
merremosido, misma que se utilizé para establecer las condiciones de separacion de resinas
glicosidicas por HPLC. De los diferentes eluyentes que se probaron los mejores resultados se
obtuvieron al eluir con un gradiente escalonado con AcN/H,0 cuyas condiciones se reportan en

el Cuadro No. 7.
En el cromatograma (Fig. 19) se observaron 8 fracciones con los siguientes tiempos de retencidn:

CUADRO No. 22

FRACCIONES OBTENIDAS POR HPLC DE LA FRACCION THA-2

FRACCION &%ﬁ;&gﬁ ELUYENTE
Ne. (min) AceN/H,0
1 1.82 60/40
2 8.88 60/40
3 9.38 60/40
4 15.58 68/32
5 25.00 90/10
6 27.92 90710
7 35.52 90/10
8 40.13 90/10
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Fig. 19. Cromatograma de la separacién de fracciones
glicosidicas de la muestra THA-2.
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Al inyectar varias veces una solucion concentrada de la muestra THA-2 en un cromatografo
analitico se obtuvieron las ocho resinas antes mencionadas en muy pequefia cantidad, de las

cuales sblo la resina & (tg = 40.13 min) pudo ser analizada espectroscopicamente {Compuesto J).

El espectro de RMN-'H (Espectro 41) solo nos corroboré el caracter glicosidico de la molécula.
En el espectro de masas por impacto electronico (Espectro 42) y por FAB™ (Espectros 43 y 44) se

observé el ion molecular M™ = 1390 que corresponde a la formula molecular CziH12204.

Con base en el patrén de fragmentacidn de la molécula se propone la estructura de mammosido

para el compuesto J.

1159 83

o} . : Yo
CHy(CHa) 4 /U\O : o
. Y PM. 1390
HO OH o 5

compuesto J

Fig. 20. Estructura de la resina glicosidica (comp. J) del tipo mammosido.
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Las muestras THA-3 a 7 también son sélidos vitreos que en CCF dan corrimientos similares a
THA-2 con lo que se presume que también son mezclas de glicorresinas, todas ellas posiblemente
se pueden separar en un cromatografo liquido de alta resolucion preparativo en las condiciones

mencionadas.

6.6. Extracto de acetato de etilo de Merremia tuberosa (TA).

Esta fraccion fue sometida a un proceso cromatografico en columna empacada con gel de silice y

eluida con mezclas de disolventes de polaridad ascendente. De este modo se obtuvieron dos

productos principales TA-78 y TA-110, que se analizaron fisica y espectroscopicamente.

69



Fraccion TA-78.

Esta fraccion es un solido blanco cristalino que se recristalizd de hexano-acetato de etilo con
punte de fusién 130-135°C, en cuyo espectro de RMN-'H (Espectro 45) s¢ observaron las sefiales
de una mezcla de B-sitostero! (C) y estigmasterol (D), cuyos datos se han reportado y analizado

previamente en algunas de las fracciones de M. dissecta.

Fraccién TA-110.

La fraccion TA-110 se recristalizé dos veces de hexano-acetato de etilo y el solido blanco
cristaling presentd un p.f. de 90-92°C. En el espectro de IR (Espectro 46) se observaron bandas
de grupos oxhidrilo (3553.8 em™); de carbonilo (17025 cm™)de C=C en 1606.7 cm™ y de un
sistema carbonilo a—B insaturado (1274.5 y 1173.6 cm’™); asi como las correspondientes a las

vibraciones fundamentales C-H alifatico (2929.4 y 2853.4 cm™).

El espectro de RMN-'H (Espectro 47) demostrd la presencia de un residuo de cafeato en la
molécula ya que se observaron sefiales de hidrogeno vinilico en 6.23 ppm (d) y 7.55 ppm (d)
ambos con ] = 15.9 Hz que integran cada una para un hidrogeno en posicion trans, el sistema de
hidrégenos aromaticos del cafeato con desplazamientos quimicos en 7.08 ppm (d) con J = 1.2 Hz;
6.85 ppm (d} J = 8.1 Hz; 6.93 ppm (dd) con J = 8.1 y |.2 Hz que integran cada una para un
hidrogeno en las posiciones 5, 8 y 9 respectivamente. Ademas se observaron seiiales
caracteristicas de una cadena hidrocarbonada esterificada al cafeato en 0.88 ppm (t), J = 6 Hz

para un -CH; de cadena alifatica; 1.26 ppm sefial ancha de hidrogenos de CHa, 1.64 ppm (m) de
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- CHz-CH;3-0; 2.7 ppm (sa) de HO- y en 4.16 ppm (1) J = 6.6 Hz que integra para dos hidrogenos

de - O- CHz- CH:.

Con estos datos se corrobora que el compuesto es un isomero del cafeato (Compuesto G)
reportado previamente para M. dissecta, ya que en comparacion al anterior, no se observa el
doblete ¢n 0.85 ppm del metilo sustituyente de la cadena hidrocarbonada. Esto también se puede
apreciar en ¢l espectro de masas (Espectro 48) en el que se observa que el ién molecular es de
432, sin embargo el patron de fragmentacion es diferente al del cafeato reportado para M.

dissecta (Compuesto G) (Fig. 18).

Los fragmentos observados (Espectro 48) se asignaron de la siguiente manera:

CUADRO No. 23
PRINCIPALES IONES PRODUCIDOS EN LA FRAGMENTACION

DEL COMPUESTO K
FRAGMENTO (abundnnl:i/: relativa)
16n molecular [M]}+ 432 (9)
M+H-CHy+ 418 (5)
[M +H - CaH;s]+ 404 (58)
[CisHael+ 182 (33)
[CiaHa+ 180 (100)
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En el espectro de RMN-"C (Espectro 49) se observaron las sefiales que se asignaron a una
estructura propuesta (Fig. 21) para este isomero (Compuesto K} y se compararon con los
desplazamientos quimicos de RMN-"C calculados a través de! programa CHEMWIN. Cuadro

No. 24,

CUADRO No. 24

DESPLAZAMIENTOS QUIMICOS DE RMN-"C DEL COMPUESTO K

8 CALCULADO | 5 EXPERIMENTALES

C CHEMWIN

(ppm) (ppm)
] 165.0 167.2
2 1176 1145
3 142.8 144.6
4 128.0 1263
5 1148 113.9
6 144 4 147.0
7 143.7 144.6
8 117.0 115.1
9 120.2 1212
g 66.8 64.0
2’ 30.0 282
3 26.5 755
4 30.0 28.7
5’ 303 288 .
6 303 291
7 303 291
3 303 29,1
9 303 29.1
10° 303 291
1 303 291
127 303 29 1
13 303 291
147 303 291
15 303 290
16" 325 31.4
17 231 221
18" 14.0 13.6
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Con estos datos se propone que la estructura propuesta para esta fraccion es la del cafeato de

octadecanoilo (Fig. 21) con formula molecular Cz7H4004 v con un PM de 432.

Compuesto K

Fig. 21. Estructura del cafeato de octadecanoilo (Compuesto K).
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CONCLUSIONES.

Se estudiaron los extractos de baja y mediana polaridad de las raices de Merremia dissecta y

de Merremia tuberosa.

De M. dissecta se separaron y caracterizaron cinco compuestos. el lupeol, el cafeato de 6
metil-heptadecanoilo; una mezcla de B-sitosterol y estigmasterol y un diester de un triterpeno

pentaciclico del tipo de los adianenos.

De M. tuberosa se aislaron y caracterizaron 4 compuestos: el cafeato de octadecanoilo; una
mezcla de f—sitosterol y estigmasterol y una resina glicosidica del tipo de los mammosidos.
Se cree que las glicorresinas son el principio activo de las propiedades purgativas de especies
de la familia Convolvulaceae. Para corroborar esto habria que determinar la actividad

farmacologica de dicha resina glicosidica en algin organismo de prueba.

De los compuestos encontrades en M. dissecta y M. tuberosa, la mezcla sitosterol-
estigmasterol y el lupel resultaron ser comunes en otro tipo de plantas. En cambio en este
género y ain dentro de la familia Convolvulaceae no se habia registrado la presencia de
adianenos ni de compuestos derivados de! acido cafeico. Por lo que la elucidacién de la
estructura del cafeato de 6-metil-heptadecanoilo en M. dissecta y del cafeato de octadecanoilo
en M. mberosa resultaron ser novedosas. De los dos ultimes compuestos no se sabe nada en
relacion a su actividad farmacolégica, por 1o que en trabajos posteriores se pretende analizar

este aspecto.
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8.

ESPECTROS

Lista de espectros:

1.

2.

10

1.

12.

Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno del Ftalato de Dioctilo

Espectro de Infrarrojo de un Diester de Adianeno (Compuesto A)

- Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno del Compuesto A

Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de "’C del Compuesto A

Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de °C del Compuesto A. Ampliacion de la zona
10 a 40 ppm

Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de '*C-DEPT del Compuesto A

Espectro de Masas del Compuesto A

Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno de una mezcla de B-Sitostero!
(Compuesto C) y Estigmasterol {Compuesto D)

Espectros de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno y 'C del B-Sitosterol

Espectros de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno y "*C del Stigmasterol

Espectro de Masas de la Mezcla C:D

Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de '’C de la Mezcla C:D

. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de >C-DEPT de la Mezcla C:D
- Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrdgeno de la Mezcla C:D
. Espectro de Infrarrojo de la Mezcla C:D

. Espectro de Masas de ia Mezcla C:D

. Espectro de Masas del Lupeol (Compuesto E)

. Espectro de Infrarrojo del Compuesto E
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19.
20.

21

22,

23

24,

25.

26.

27

28,

29,

35
36.
37.
38
39.

40.

Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno del Compuesto E

Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de ">C del Compuesto E

Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno del Cafeato de 6 Metil-

Heptadecanoilo (Compuesto G)

Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno del Compuesto G
Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno del Compuesto G
Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno del Compuesto G
Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno del Compuesto G
FAB+-EM Analisis Elemental del Compuesto G

Espectro de Infrarrojo del Compuesto G

Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno del Compuesto G

Espectro de Ultravioleta de! Compuesto G

. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de ’C (PND) del Compuesto G
. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de *C-DEPT del Compuesto G
. Espectro de Masas del Compuesto G

. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno de la Mezcla C:D

. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de "*C de la Mezcla C:D

Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de "C-DEPT de la Mezcla C:D
Espectro de Infrarrojo de la Mezcla C:D

Espectro de Masas de 1a Mezcla C.D

Espectro de Infrarrojo de la Fraccion Glicosidica (THA-2)

Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno de (THA-2)

Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno de (THA-2) Ampliacién de la zona

3a5ppm
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41. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno del Compuesto J

42. Espectro de Masas por Impacto Electrénico del Compuesto J

43. Espectro de Masas por FAB" del Compuesto J

44. Ampliacidn de la Zona de m/z 1000 a 1420 del espectro FAB™-EM del Compuesto J
45. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno de la Mezcla C:D

46. Espectro de Infrarrojo del Cafeato de Octadecanoilo (Compuesto K)

47. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de Hidrogeno del Compuesto K

48, Espectro de Masas del Compuesto K

49. Espectro de Resonancia Magnética Nuclear de *C del Compuesto K
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Espectto 25. Resonancia Magnérica Nuclear de Hidrégeno del Compuesto G



{ Elemental Composition ] Page:

Data : Dr-Mariano-m021 Date : 10-Nov-97 02:22
Sample: Md-21
Note : -Aida

Inlet : Direct Ion Mode : FAB+
RT : 1.14 min Scang: (2,7)
Elements : C 38/0, H 50/0, O 6/0
Mass Tolerance : 10ppm, 10mmu if m/z > 1000
Unsaturation (U.S.) : 0.0 - 18.0
Observed m/z  Int%
432.3239 34,3
Estimated m/z Error(ppm} U.S. o H 0
432.3240 -0.2 6.0 27 44 4
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Espectro 45. Resonancia Magnética Nuclear de Hidrégeno de la Mezcla €
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