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1. INTRODUCCION

La herbolaria es una practica que consiste en el conocimiento y uso de las
plantas para la prevencion y cura de enfermedades, practica que ha sido habitual en
casi todas las comunidades humanas desde la antigiiedad, ya que constituye la forma
de tratamiento mas econdmica y por ello, la mas arraigada en las culturas populares.
La herbolaria ha sido el principal recurso de la medicina tradicional; sin embargo en
el siglo XX, con la introduccion de farmacos de origen sintético, se genero un cierto
desprecio hacia ella, mismo que mas tarde se revirtid mediante un proceso de
revaloracion, que ha conducido a que en la actualidad, ésta goce de gran

popularidad.

El interés en las propiedades terapéuticas atribuidas a las plantas y a sus
componentes, ha llevado a los investigadores al descubrimiento de una gran
variedad de sustancias con actividad bioldgica, las cuales, en algunos casos, han sido

empleadas en el desarrollo de nuevos farmacos de gran potencia y baja toxicidad.

Contrario a lo que mucha gente piensa, los tratamientos herbolarios no son
seguros ni inocuos, ya que las plantas producen una gran cantidad de metabolitos
entre los cuales puede haber un farmaco ttil el cual puede estar acompanado de
algin compuesto téxico o mas aun, el propio farmaco ser tdxico a dosis altas o
repetidas. Por esto es necesario conocer la composicion quimica de las plantas

empleadas en la medicina tradicional. En México, pais que combina la cuarta
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flora mas rica del mundo con una vasta diversidad étnica, existe una gran tradicion
herbolaria. Esto es particularmente importante, pues constituye una base para la

busqueda de compuestos con una determinada actividad biologica.

En México existen miles de plantas que se usan en la medicina tradicional.
Una de estas plantas es Physalis philadelphica, que se usa para combatir diferentes
padecimientos infecciosos, fiebre, diabetes e hipertension, propiedades que son

compartidas por otras especies del género.

Lo anterior y el hecho de que en nuestro pais no existieran estudios quimicos
del género y que los farmacoldgicos fueran escasos, motivo que se emprendiera el

estudio sistematico del género Physalis, del que esta tesis forma parte.




“Metabolitos secundarios del extracto hexanico de hojas, ramas y flores de Physalis pruinosa”

2. RESUMEN

Diversos estudios quimicos de especies de Physalis mostraron que estas
plantas producen una gran variedad de metabolitos secundarios, entre los que
destacan los withaesteroides que han sido considerados los compuestos
caracteristicos del género. Sin embargo, en estudios recientes efectuados en nuestro
laboratorio se aislaron diterpenos labdanicos de los extractos hexanicos de Physalis

patula 'y P. coztomatl.

En la presente tesis y como parte del estudio sistematico de los metabolitos
secundarios del género Physalis, se analiz6 el extracto hexdnico de hojas, ramas y
flores de Physalis pruinosa L. Este analisis reveld que P. pruinosa L. posee ademas
de una withanoélida, physapruina C (VII), seis diterpenos labdéanicos: pumiloxido (I),
pruinonal (IT), pruinolona (III), pruinotrioles (IV y V), y pruinosido (VI). Lo
anterior sugiere que los labdanos pueden ser junto con los withaesteroides

marcadores quimicos del género.

Las estructuras de los compuestos aislados fueron determinadas mediante la
interpretacion de sus datos espectroscopicos (RMN IR y EM) y en el caso del
pruinésido, la estructura propuesta se confirmé mediante el estudio de difraccion de

rayos X.
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3. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Hasta ahora se ha encontrado que los compuestos caracteristicos del género
Physalis son los withaesteroides. Sin embargo, en estudios efectuados en el Instituto
de Quimica de la UNAM, se aislaron diterpenos labdanicos de los extractos
hexanicos de Physalis coztomat! y P. patula. En la literatura no se ha descrito la
presencia de este tipo de compuestos dentro del género. Por ello es necesario un
estudio minucioso del extracto hexdnico de P. pruinosa para determinar si en esta
especie existe esta clase de compuestos y de este modo ir conformando un perfil
quimico mas completo del género. Cabe mencionar que en los estudios de Physalis
descritos en la literatura, siempre se han estudiado los extractos mas polares, es

decir, los de AcOEt, BuOH y MeOH y no los poco polares.
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4. ANTECEDENTES

4.1 FAMILIA SOLANACEAE

La familia Solanaceae comprende 85 géneros y 2300 especies, de las cuales
cerca de 100 pertenecen al género Physalis. Las solanaceas se caracterizan por ser
hierbas o arbustos con las hojas alternas y las flores solitarias o en inflorescencias
cimosas; las flores son actinomorfas o algo simétricas. El céliz es persistente y de

cinco sépalos y el fruto es una capsula o baya.”

Algunas especies de solaniceas son econdmica y farmacologicamente

importantes, entre ellas se pueden citar:®

» Papa o patata (Solanum tuberosum), cuyos tubérculos desempenan un
papel muy importante en la alimentacién de muchos pueblos y son

usados en la obtencidon de almidon y en la fabricacion de alcohol.

» Chile o pimiento (Capsicum annum 'y C. frutescens), planta originaria
de México, cultivada por los antiguos mexicanos desde antes de la

conquista y utilizada como parte de su alimentacion.
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» Jitomate (Lycopersicum esculentum), planta herbacea cultivada
abundantemente en México y en el mundo. Sus frutos son empleados

en la preparacion de diversos platillos.

» Tomate verde (Physalis philadelphica), otra de las plantas mexicanas
que se cultivan en todo el mundo. Su nombre deriva del vocablo

nahuatl “tomatl”.

» Tabaco (Nicotiana tabacum), tiene gran importancia econémica ya que
las hojas fermentadas y preparadas (cuyo principio activo es la

nicotina, un alcaloide excitante) son la base de la industria tabacalera.

» Toloache (Datura stramonium), contiene varios alcaloides toxicos
entre los que se encuentran principalmente: escopolamina, hiosciamina

o atropina y derivados.

» Belladona (Atropa belladonna), planta originaria del antiguo
continente, de la cual se extrae la atropina, alcaloide con propiedades

antieméticas y antiespasmodicas. Se usa en el tratamiento del asma.
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4.2 GENERO PHYSALIS

Este género esta incluido en la familia Solanaceae y es de origen americano
aunque cuenta con una especie nativa del Viejo Mundo. Se distribuye en zonas
templadas, principalmente en México, Centro y Sudamérica. El nimero de especies
incluidas en el género varia entre 90 y 120, segun los diferentes autores. Alrededor
de 70 de estas especies crecen en nuestro pais y la mayoria son endémicas, razon por

la que México es considerado el centro de diversificacién del género.”)

La importancia de las especies de Physalis radica principalmente en que
algunas de ellas son comestibles, entre éstas la mas importante es P. philadelphica,
productora del tomate verde, que es un fruto indispensable en la comida mexicana.
También es relevante el uso de especies de este género en la medicina tradicional, ya
que varias de ellas son utilizadas para tratar desérdenes digestivos, infecciones de
las vias respiratorias, hipertension y diabetes. Las especies utilizadas con estos fines

en México son: ¥

Physalis aequata Jacq. En general esta planta es empleada para tratar
desordenes digestivos, como dolor de estomago, “ernpacho,”1 estrefiimiento,
“bilis”?y “latido.” El tomate es usado en la curacion de la disenteria, por los grupos

Mixe, Zapoteco y Totonaco. De igual forma se le utiliza contra la tos, dolor de

! Trastorno ocasionado por un exceso de alimentos en el estomago, que se identifica por hinchazén del vientre y diarrea.

% Desorden estomacal, a veces acompafiado de hipo, fiebre y diarrea, se atribuye a un trastorno emotivo, como un coraje.

? Padecimiento con los siguientes sintomas: el estdmago se siente hueco; el vientre se endurece y sufre un agudo cdlico
(dolor), a veces acompanado de diarrea, el obligo “salta” (late),. Se atribuye a no comer con regularidad o a comer
alimentos frios.
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I3 . . 4
amigdalas, calentura y en algunos padecimientos culturales como ‘“susto”™ o

“espanto,” para las ampollas o el calor de la lengua.

Physalis philadelphica Lam. Se refiere que se usa en problemas respiratorios
y dolor de amigdalas, tosferina y tos. Por otra parte, asado se unta en la piel afectada
por el “chincual.” Se aplica como chiquiadores en la cabeza y en las coyunturas,
para bajar la fiebre. Otros usos medicinales que presenta esta planta son para tratar

¢ contra la

afecciones digestivas, “bilis,”® inflamacién de estdmago y “latido,”
calvicie y para el nacimiento de pelo, en el tratamiento de la presion alta, diabetes
(controla la sed del diabético) y para mejorar la vista. Para las ampollas o el calor de
la lengua. Las hojas y los frutos son muy eficaces contra los fuegos, curan las
fistulas lagrimales y los dolores de cabeza, alivian los ardores de estdmago,
resuelven las paperas. Su jugo es bueno contra las inflamaciones de garganta, cura
las ulceras reptantes, contra los flujos agudos y alivia el dolor de oidos. Detiene los
flujos menstruales excesivos, cura el “empacho,”™ quita la flatulencia, provoca la
orina, alivia el asma aplicado al pecho, quita el dolor de vientre, aplicada a los
pechos seca la leche.

Physalis pubescens L. Esta documentado que esta planta se emplea en

. ey , ~ 6
tratamientos contra la  “bilis,” “la recaida de las sefioras,”® la calentura y las

heridas. También se menciona que puede ser util en enfermedades respiratorias

# Padecimiento provocado por una impresion stbita del miedo. Cuando se golpea frecuentemente a un nifio para castigarlo
padecera de susto.

> En los nifios erupcion que sale alrededor del ano.

% Malestar general y sensacion de debilidad después del parto, puede durar varias semanas acompaiiado de dolor de huesos
y cabeza.

10
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como tos o “k’ujchakua,”” asi como para tratar las nubes de los ojos, “postemas™ de
la nariz, dolor de estobmago y diarrea. Al igual que Physalis philadelphica, es eficaz
contra las fistulas lagrimales, dolores de cabeza, ardores de estdbmago y paperas, asi
como para curar inflamaciones de garganta, Ulceras reptantes, flujos agudos, dolor
de oidos, y para detener los flujos menstruales excesivos. También cura el

99a

“empacho,”™ el dolor de vientre y la flatulencia, provoca la orina y alivia el asma.

Physalis gracilis Miers. Se usa contra padecimientos digestivos e intestinales,

99a 29C

tales como vomito, diarrea, “empacho™ de los nifios o “latido.” Por otra parte, se

usa cuando se padece dolor de amigdalas. Se recurre a ella para regular la presion.

Physalis coztomatl Moc. & Sessé. Se refiere que se utiliza para detener el
“pujo.” Para otros padecimientos intestinales, como la diarrea. Por lo que respecta a
padecimientos dentales se le usa en caso de pulpitis. Se usa para las nubes de los
ojos, las “postemas™ de la nariz, el dolor de estdmago, diarrea, para el pafio y
manchas de la cara, digestion, fiebre y recaidas de enfermos. Cura el “empacho,™
quita la flatulencia, provoca la orina, alivia el asma aplicada al pecho, quita el dolor

de vientre, aplicada a los pechos seca la leche.

" Amigdalas inflamadas por ingerir bebidas frias después de haber permanecido mucho tiempo expuesto a los rayos del
sol.

8 Absceso abierto y en supuracion.

° Una diarrea con sangre causada por una probable infeccion amibiana u otros parasitos

11
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En cuanto a la composicion quimica del género Physalis se han aislado
alcaloides,” flavonoides, esteroides, acidos grasos de cadena lineal, carotenoides,
acido ascorbico, triterpenos'® y withaesteroides.”” Estos tiltimos son los compuestos
mas caracteristicos del género, ya que se han aislado de todas las especies de
Physalis estudiadas hasta ahora. Sin embargo, en estudios recientes efectuados en
nuestro laboratorio, se ha encontrado que los diterpenos de tipo labdanico son

abundantes en estas plantas y se les ha aislado de Physalis coztomatl y P. patula.

4.3 WITHAESTEROIDES

Se encuentran casi exclusivamente en la familia Solanaceae, en los géneros
Acnistus, Datura, Deprea, Dunalia, lochroma, Jaborosa, Lycium, Nicandra,
Physalis, Salpichroa, Trechonantes, Tubocapsicum, Withania y Witheringia; pero

Physalis y Withania son los principales productores de este tipo de compuestos.

Los withaesteroides son sustancias que derivan del ergostano y poseen una
lactona o un lactol en su cadena lateral de 9 atomos de carbono. Estos grupos
funcionales se producen por oxidacién de los carbonos 22 y 26. A partir de este
arreglo se pueden generar una gran variedad de estructuras en las que por lo general,
estan presentes varios grupos funcionales. Entre éstos los mas comunes son
hidroxilo, cetona, éter, éster y doble enlace. Debido a su diversidad estructural los

withaesteroides se clasificaron en los ocho grupos que se presentan en la Figura 1.%

12
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Withanolidas Withaphysalinas

OH

Nicandrenonas Jaboroles

Acnistinas Ixocarpalactonas Perulactonas

Figura 1.Tipos de Withaesteroides

Dentro de los withaesteroides, las withandlidas son los compuestos mas

abundantes y se les considera precursores de los demas tipos de withaesteroides.

13
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4.3.1 ACTIVIDAD BIOLOGICA

La actividad biologica de los withaesteroides ha sido estudiada ampliamente
y se ha encontrado que muchos de ellos presentan una o varias de las siguientes
actividades: antibacteriana, antiinflamatoria, inmunomoduladora, antitumoral y
tripanocida, entre otras. Lo anterior esta justificado como consecuencia de la gran
diversidad de estructuras que este tipo de compuestos presentan.”’ A continuacion se

presentan algunos ejemplos.

ACTIVIDAD ANTIBACTERIANA

La withaferina A posee actividad contra bacterias gram positivas. Los
extractos etanolicos de Physalis angulata L. (que contienen withaesteroides)
demostraron actividad contra cepas de Staphylococus aureus y Escherichia coli. A

su vez la 27-desoxiwithaferina A también presenta esta actividad.®

X
5|
0~ Yo
(0]
O
HO
Withaferina A 27-Desoxiwithaferina A

14
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ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA
La epoxiwithandlida D y la physangulida producen efectos antiinflamatorios

administradas por via intraperitoneal en ratas. Su actividad es comparable con la de

(10)

la hidrocortisona.

O 0)
OH OH

Physangulida 24,25-Epoxiwithanolida D

ACTIVIDAD INMUNMODULADORA
La withaferina A y la withandlida E han mostrado tener una actividad

inmunosupresora de los linfocitos B y T, mientras que los extractos de P. angulata

®)

poseen actividad estimulante de los mismos.

Withanolida E

15
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ACTIVIDAD CITOTOXICA

La actividad antitumoral de las physalinas ha sido motivo de muchas
investigaciones, la physalina B por ejemplo, presenta actividad citotoxica para las
células de cancer de nasofaringe 9KB. En cuanto a la physalina D, mostro6 ser activa

para carcinoma B-16. La physalina A es moderadamente activa contra células de

®

cancer cérvico-uterino Hel a.

Physalina A Physalina B Physalina D

La withaferina A y la withacnistina presentan actividad citotoxica in vitro en
carcinoma nasofaringeo. La withanolida E llegd hasta fase preclinica en el Centro
Nacional de Cancer (EUA) para el tratamiento de leucemia L-1210 y melanoma B-

, . . . ce (10
16, pero no resulto suficientemente activa para su evaluacion en la fase clinica."”

Withacnistina

16
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ACTIVIDAD TRIPANOCIDA
Extractos de P. angulata fueron probados frente a Tripanosoma brucei
mostrando un indice de selectividad superior a los productos farmacéuticos

empleados como tripanocidas.®

17
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4.4 DITERPENOS

Los diterpenos son por definicion compuestos de 20 atomos de carbono
formados por cuatro unidades de isopreno CsHg. Los compuestos isoprenoides se
biosintetizan a partir de los pirofosfatos de dimetilalilo e isopentenilo, compuestos
que pueden provenir de acetil coenzima A por la via del d&cido mevélonico o de

piruvato y gliceraldehido-3-fosfato por la ruta de la 1-deoxixilulosa (figura 2)."'"

Los diterpenos se encuentran ampliamente distribuidos en los reinos vegetal y
animal, en organismos tanto terrestres como marinos. En el reino vegetal se
encuentran en plantas superiores. Las resinas de coniferas (Pinaceae,
Araucariaceae, Taxodiaceae, Cupressaceae, y Podsocarpaceae) son fuentes
especialmente ricas en diterpenos. Igualmente ricas son algunas resinas de
angiospermas de las familias Cistaceae, Leguminosae, y Burseracea. Los diterpenos
son ademas propios de las familias Labiatae y Euphorbiaceae. Los diterpenos
alcaloideos estan extensamente distribuidos en los géneros, Aconitum y Delphinium,
de la familia Ranunculaceae."® En afios recientes se ha encontrado un gran nimero
de diterpenos tanto en animales marinos del orden Aleyonacea (coral blando) como
en esponjas. Ademds se ha descubierto que ciertas especies de termitas
(Nasutitermes exitiososis, Trinervitermes gratiosus) y abejas (Bombus terrestris) los
elaboran como mensajeros quimicos. Un gran nimero de diterpenos presentes en la

naturaleza poseen el esqueleto de labdano.
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Figura 2. Biosintesis de diterpenos
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Existe una gran variedad estructural dentro de los diterpenos como se muestra

en la figura 3.

Geramlgeramlo

Taxano

i

Labdano Clerodano

Pimarano Abietano Podocarpano
Casano Beyerano Totarano

A — o~ o

Giberelano Kaurano Atisano

Figura 3. Principales tipos de diterpenos
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Por otra parte, en la familia Solanaceae s6lo se ha descrito la presencia de tres
tipos de diterpenos: beyeranos, labdanos y duvanos. Asi, de la resina de Fabiana
densa Remy var. ramulosa Wedd ¥ se aislaron 18-O-succinato de ent-beyer-15-

eno (1) y 18-O-oxalato de ent-beyer-15-eno (2).

1. R = CO-CH,-CH,-COOH
2.R = CO-CO,H

Dada la gran importancia econdémica de Nicotiana tabacum, se ha puesto
especial empeio en el estudio de los componentes de los diferentes cultivares y de
otras especies del género, con el objetivo de establecer qué compuestos las hacen
susceptibles o resistentes al ataque de insectos. Una investigacion en este sentido,
reveld que los componentes cuticulares de Nicotiana glutinosa son acilsacarosas y
los diterpenos labdanicos manool (3), 2-hidroximanool (4), 2-oxo-manool (5),
labda-13-en-8a,15-diol (labdenodiol) (6) y la mezcla de esclareol (7), epiesclareol

(8).(14’ 15)
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En un trabajo similar, se analizd un gran nimero de especies de Nicotiana y
se encontrd que solo N. tabacum y N. sylvestris producen cantidades significativas
de diterpenos de tipo duvano. Los duvanos aislados de estas especies son o y 3
4,8,13-duvatrien-1,3-diol (9). N. tabacum cv samsun produce cis-abienol (10) y
labdenodiol (6). Los principales labdanos del cultivar N. glutinosa 24 fueron manool
(3), labdenodiol (6), esclareol (7), 13-epiesclareol (8) y 15-hidroximanool (11). De
N. raimondii se aislaron raimonol (12) e isoraimonol (13) y de N. setchellii

setchelol (14) e iso-setchelol (15)."'¢

22



“Metabolitos secundarios del extracto hexanico de hojas, ramas y flores de Physalis pruinosa”
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Se encontro que los duvatriendioles y en menor medida manool y labdenodiol

estimulan la oviposicion de Heliothis virescens, el gusano cogollero del tabaco.

4.4.1 ACTIVIDAD BIOLOGICA DE DITERPENOS LABDANICOS

Estudios recientes han demostrado que muchos diterpenos labdéanicos poseen
actividad biolodgica. Las actividades que se han descrito para labdanos son
antibacteriana, antifungica, inmunomoduladora, antiparasitaria, de induccion
enzimatica, antiinflamatoria, citotoxica y citostatica en lineas celulares leucémicas

de humano."?
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ACTIVIDADES ANTIBACTERIANA, FUNGICIDA Y ANTIPARASITARIA
El acido epigomérico (16) y el acido gomérico (17), fueron probados contra

bacterias Gram positivas (Bacilus subtilis, Micrococcus luteus y Staphylococcus

aureus) y bacterias Gram negativas (Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa)

mostrando actividad contra las Gram positivas.(”)

|/COOH ‘ COOH

16 17

Siete diterpenos labdanicos aislados de las hojas de Cistus incanus subs.
creticus (Cistaceae) se probaron contra las bacterias Staphylococcus aureus,
Staphylococcus. epidermidis, Pseudomonas aeruginosa, Enterobacter cloacae,
Klebsiella pneumoniae y Escherichia coli asi como contra los hongos Candida
albicans, Torulopsis glabrata y Saccaromyces cerevisiae. Las sustancias 19y 20 y
las mezclas epiméricas 21 y 22 resultaron activas contra S. aureus, P. aeruginosa, y
K. pneumoniae mostrando zonas de inhibiciébn comparables con los antibidticos

netilmicina y ceftazidima."'”
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OH

18 20 R=Ac

21

Los labdanos 23-26 mostraron actividad contra Leishmania donovani."® ') El
primero (23) fue aislado de Polyalthia macropoda (Annonaceae) y resultd activo

contra la forma de promastigote.””

COOCH;

‘COOH

25 R=0H

23 26 R=H, A!
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ACTIVIDAD CITOTOXICA
Se han realizado diversos estudios sobre la actividad citotoxica de los
labdanos y varios de ellos han resultado activos, mostrando una actividad citotoxica

selectiva contra diversas lineas celulares cancerosas humanas.

Algunos de los diterpenos labdanicos aislados de Cistus incanus subs.
creticus resultaron activos contra la proliferacion de las lineas celulares: P-388
(leucemia), células KB (cancer rinofaringeo de humano) y NSCLCN6 (carcinoma

bronquial). Los mas activos fueron 20 y la mezcla 22.'®

Entre las muchas propiedades farmacoldgicas descritas para la forskolina (27)

se ha encontrado que, combinada con la mitomicina C, aumenta significativamente

la citotoxicidad de ésta.*"
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ACTIVIDAD INMUNOMODULADORA Y ANTIINFLAMATORIA

Se ha encontrado que algunos diterpenos labdéanicos ejercen diversos efectos
sobre la funcidn de los linfocitos T, linfocitos B, macréfagos, células NK, basoéfilos,
neutréfilos, eosinodfilos y plaquetas, células involucradas en la inmunidad y los
procesos inflamatorios. Ademas los labdanos pueden afectar enzimas criticas como
la adenilciclasa, proteincinasas y la fosfolipasa A, que estan intimamente

relacionadas con la transduccion de sefiales en la activacion de procesos celulares.

Dos diterpenos aislados del extracto hexanico de Sideritis javalambrensis

(Lamiaceae): 6xido de ent-13-epi-12a-acetoximanoilo (28) y ent-8a-hidroxilabda-

(22)

13(16)14-dieno (29) poseen actividad antiinflamatoria.

28 29
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OTROS EFECTOS DE LOS LABDANOS

La forskolina (27), islada de Coleus forskohlii (Labiatae), por sus
caracteristicas de ser un potente activador de la adenilclicasa y tener efectos
dependientes e independientes del monofosfato de adenosina ciclico (cAMP), es la
base para el desarrollo de un agente antiglaucoma y de un agente cardioténico.'?
Ademads, posee actividad antihipertensiva, disminuyendo la presion arterial en
diferentes especies de animales. Este compuesto actia como vasodilatador y

3)

produce un efecto inotropico positivo en el masculo cardiaco,® actia también

como un broncodilatador.'?

La medigenina (30) y el acetato de medigenina (31) fueron aislados de

Melodinus monogynus (Apocyanaceae). Ambos compuestos mostraron actividad

., , , 24
cardiotdnica tanto en corazén de mamiferos como de rana.??

(\Qo

30R=H
31 R =Ac
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Un labdano aislado de Dodonaea viscosa (Sapindaceae) ejerce propiedades

relajantes en musculo liso. Este compuesto (ent-15,16-epoxi-9a-labdane-13(16)14-

dien-3pB, 8a-diol, 32) inhibe las contracciones del ileon de cobayo.*”

Uno de los diterpenos labdanicos aislados de Hyptis spicigera (Lamiaceae)
(33) mostr6 propiedades insecticidas. Este compuesto inhibe el crecimiento de las
larvas de Ostrinia nubilalis, un insecto que parasita el maiz.*® Varios glicosidos de
la serie del manool, entre ellos 34, fueron aislados de las raices de Gleichenia
japonica (Gleicheniaceae). El glicosido 34 inhibid el crecimiento de lechuga

mientras que la aglicona 35 lo estimula.®”

HO,

AcO

34 R = a-ramnopiranosa
35R=H
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4.5 PHYSALIS PRUINOSA L.

Se trata de una planta herbacea anual, erecta, ramificada, glutinosa y fétida,
mide hasta 80 centimetros de alto; es pubescente y su corola es amarilla con maculas
simples de color castafio rosado claro, difusas y alcanzan casi el borde de la corola
que es de hasta 6 mm de largo. El fruto es una baya que puede alcanzar un didmetro
de hasta 1.5 cm de diametro. Florece y fructifica de junio a noviembre y se
distribuye desde Estados Unidos hasta el sur de Argentina, excepto en el Salvador y
Panama.

@® en el que se describe que

Existe un estudio quimico de Physalis pruinosa
del extracto metandlico de las partes aéreas de la planta se aislaron dos nuevas
withanolidas, las physapruinas A (36) y B (37), ademés de withanolida E (38), 4[3-
hidroxiwithanolida E (39) y 2,3-dihidro-3-metoxi-4—acetoxiwithandlida E (40).

Los compuestos 37 y 40 se aislaron después de acetilar, por lo que los productos

naturales deben ser 37a y 40a. Los compuestos 37 y 40 parecen ser artefactos.
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b
@\ 37 R=Ac
37aR=H

40aR=H

Compuestos aislados de Physalis pruinosa.
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5. OBJETIVOS

» Aislar el mayor numero de los metabolitos secundarios del extracto hexanico

de hojas, ramas y flores de Physalis pruinosa y determinar su estructura

» Determinar si existen diterpenos labdanicos en el extracto héxanico de

Physalis pruinosa.

6. HIPOTESIS
A pesar de que los diterpenos labdanicos no se han descrito como
constituyentes del género Physalis, recientemente han sido aislados de los extractos
hexanicos de P. coztomatl y P. patula. En consecuencia, es muy probable que estos
diterpenos existan en Physalis pruinosa y de ser asi, podrian, si su presencia es

constante en el género, constituirse como uno de sus marcadores taxonémicos
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7. METODOLOGIA

7.1 MATERIAL Y EQUIPO

Los puntos de fusion se determinaron en un aparato Fisher-Johns. En las
cromatografias en columna con vacio (CCV) se utilizé como fase estacionaria silica
gel (Merck G). Para las cromatografias en capa fina se usaron cromatofolios
Alugram Sil G/UV,s4 de 0.25 mm. Se empleé como revelador sulfato cérico al 1%
en acido sulfurico 2N y/6 lampara de UV Spectroline modelo 7924T. Los espectros
de IR se obtuvieron por las técnicas de solucion (CHCIs) o suspension (nujol), en un
espectrofotdmetro Nicolet FTIR-Magna 750. Los espectros de masas por ionizacion
quimica (IQ), impacto electronico (IE) o FAB' fueron determinados en los
espectrometros Jeol IMS-AX505HA o JEOLIMS-SX102A y los espectros de RMN
se determinaron en los espectrometros Varian XR-300 (300 MHz 'H, 75 MHz "°C) y
Varian Unity Plus 500 (500 MHz 'H, 125 MHz "°C), los desplazamientos quimicos

() estan dados en ppm referidos al tetrametilsilano (TMS) como referencia interna.

7.2 MATERIAL VEGETAL

Las partes aéreas de Physalis pruinosa L. fueron recolectadas en Pantitlan,
Municipio de Tlayacapan, Estado de Morelos, en julio de 2001. Un ejemplar de la
planta se deposit6é en el Herbario de la Universidad Autonoma de Querétaro y fue
clasificado por la Dra. Mahinda Martinez (M. Martinez s/n). El material vegetal se

dividié en frutos, célices y hojas, ramas y flores
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7.3 EXTRACCION

Las hojas, ramas y flores secas (1.555 kg) se molieron, se empacaron en una
columna de vidrio y se extrajeron con metanol hasta agotar el material vegetal. El
metanol se elimind a presion reducida y el extracto obtenido se sometid a un proceso
de particion en un embudo de separacion al que se agrego el extracto metanolico
disuelto en metanol-agua 4:1 y se extrajo repetidamente con hexano. Los extractos
hexéanicos se concentraron a presion reducida para obtener la fraccion hexanica
(178.36 g). De la fase metanol-agua se elimin6 el metanol y se agregd agua. La fase
acuosa resultante se extrajo con acetato de etilo. Se obtuvieron después de evaporar

el disolvente 23.81g de extracto de acetato de etilo.

Por ultimo la fase acuosa se concentrd con una corriente de aire para obtener

el extracto acuoso 143.37 g. Figura 4.
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Hojas, ramasy | MeOH Extracto metanélico
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y
A 4 A 4
Extracto acuoso Extracto AcOEt

Figura 4.

7.4 AISLAMIENTO Y PURIFICACION

El extracto hexanico de hojas, ramas y flores (170 g) se disolvi6é en hexano-
AcOEt, se adsorbid en celita y se coloco en la parte superior de una columna
cromatografica de silica gel (columna A) para proceder a su fraccionamiento. La
columna se comenzd a eluir con hexano y la polaridad se aument6 gradualmente

adicionando acetato de etilo. Se obtuvieron 119 fracciones, las cuales fueron
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analizadas por cromatografia en capa fina y se reunieron las que mostraron una

composicion semejante.

Los compuestos I-III fueron eluidos de la columna A con hexano/AcOEt
95:5 (fracciones 11A-25A). La mezcla de I-III se purificé por CCV de silica gel
eluida en mezclas de hexano/AcOEt de polaridad creciente. Los compuestos I-111
eluyeron en hexano/AcOEt 9:1, pero ain contenian algunas impurezas que se
eliminaron al someter la mezcla de I-III a dos sucesivas CCV. La primera eluida
con hexano/AcOEt 9:1. La segunda con CHCI3/AcOEt 99:1. La mezcla de I-III se
aplico a cuatro placas preparativas de silica gel que se eluyeron con CH,Cl, (4x).
De aqui se aislo el compuesto I (Rf 0.28) 10 mg. y la mezcla de 11 y III. Esta mezcla
se separd en sus componentes por cromatografia en placa preparativa eluida en
hexano/AcOEFEt 4:1. Se obtuvieron 40.3 mg de II (Rf 0.57) y 42.5 mg de III (Rf

0.42).

De las fracciones 26A-47A, eluidas con hexano/AcOEt 4:1, se aislo la mezcla
de los pruinotrioles IV y V después del siguiente proceso de purificacion: CCV
(silica gel, CH,Cl,-acetona 95:5) seguida de CCV (silica gel, CH,Cl,-acetona 95:5)
para finalmente obtener, después de CCV eluida con hexano/AcOEt 1:1, la mezcla
de IV y V (372.5 mg) libre de impurezas. Esta mezcla no pudo ser separada en sus

componentes.
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Las fracciones 54A-87A, eluidas con hexano/AcOEt 4:6, contenian los
compuestos VI y VIL. Estos se purificaron por sucesivas cromatografias en
columna. Las fracciones 54A-87A se reunieron y se prepar6 la columna B eluida
con (hexano/acetona 7:3). De ésta se obtuvieron las fracciones 1B-51B. Las
fracciones 2B-10B se reunieron y fraccionaron en la columna C, eluida con
hexano/acetona 7:3. Las fracciones 19C-26C contenian al compuesto VI (3.6413 g).
Con las fracciones 2C-7C se prepar6 la columna D (eluida con hexano/acetona 7:3)
para obtener las fracciones 1D-50D. Las fracciones 31D-40D contenian mas
compuesto VI (4.6013 g). Con las fracciones 2D-9D se preparo la columna E, que se
eluyé con CH,Cl,/acetona 8:2, y se obtuvieron las fracciones 1E-33E. Las
fracciones 2E-5E se reunieron y fraccionaron en la columna F, eluida con
hexano/acetona 3:7. Las fracciones 8F-11F contenian al compuesto VII, el cual se

purifico por cristalizacion de hexano/AcOEt (41.2 mg).

7.5 REACCIONES

Obtencion de pumiloxido (I). A una solucidon de 39.9 mg del compuesto 11
en 5 mL de cloroformo se adicionaron 0.1 mL de HCl y se dejo reaccionar por 2
horas. El producto de la reaccion, I, se purifico por cristalizacion (hexano/acetato de

etilo). Se obtuvieron 16 mg del compuesto I.
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Acetilacion de pruinotrioles IV y V. A una solucion de 100.6 mg de la
mezcla IV-V en 0.5 mL de piridina, se adicionaron 0.5 mL de anhidrido acético. La
reaccion se siguid por cromatografia en capa fina y al cabo de 2 h fue completa.
Entonces se adiciond hielo a la mezcla de reaccidon y se extrajo con acetato de etilo.
La solucion organica se lavdé con HCI al 5% y después con solucién saturada de
NaHCO; hasta pH basico y finalmente con H,O. Se sec6 con Na,SO,4 anhidro y se
concentrd. Se obtuvieron 100 mg de la mezcla acetilada que se purifico por CC

(hexano/CHCI, 1:3). Se obtuvieron 32.5 mg de la mezcla de IVa y Va.

Acetilacion de pruinésido (VI). A una solucion de 62 mg del compuesto VI
en 0.5 mL de piridina, se agregaron 0.5 mL de anhidrido acético. Se dejo reaccionar
por 1 hora. El producto de la reaccion recibi6 el mismo tratamiento descrito para los
compuestos IVa y Va. El producto VIa se purific6 por cristalizacion

(hexano/AcOE?t). Se obtuvieron 55.3 mg del compuesto puro.

7.6 DATOS FISICOS Y ESPECTROSCOPICOS

Pumiloxido (I). Cristales incoloros, pf 86-90 °C. [a]p - 20.5° (¢ 2.0, CHCl,),
(literatura® pf 88-89 °C; [a]p - 20.0° (C 2.20, CHCL;)). IR (CHCL3) Vpiy cm™:
1643 (C=C) 1460, 1443, 966, 890 (furano). EMIE 70 eV, m/z (int rel): 286 [M,
CyH300]" (47); 271 [M-CHs]" (8); 191 [M-C¢H;0]" (48); 95 [C¢H,O]" (100); 81

[CsHsO]" (18). RMN 'Hy °C ver tablas 1 y 2.
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Pruinonal (IT). Aceite amarillo, [a]p - 10.86° (¢ 2.3, CHCL;). IR (pelicula) vy, cm’

': 1728 (C=0) cetona o.B-no saturada, 1682 (C=0) aldehido o.B-no saturado, 1644
(C=C). EMIE 70 eV, m/z (int rel): 302 [M, C,0H3,0,]" (21); 287 [M-CH3]" (9); 273
[M-CHO]" (34); 205 [M-CsHsO,]" (23); 190 [205- CH;3]" (54); 137 [C1oH}7]" (100).

RMN 'Hy °C ver tablas 1 y 2.

Pruinolona (III). Aceite amarillo, [a]p - 4.28° (¢ 2.1, CHCLy). IR (pelicula) Vs
cm’': 3443 (OH), 1672 (C=0), 1644 (C =C). EM FAB" m/z: 327 [M + Na, C,,H3,0,

+Na]"; 305 [M+H]". RMN 'Hy "°C ver tablas 1 y 2.

Pruinotrioles (IV y V). Aceite amarillo claro. IR (pelicula) Vi cm™: 3377 (OH),
1642 (C=C). EMIE 70 eV, m/z (int rel): 322 [M, C50H3,05]" (1); 304 [M- H,O]" (7);
291 [M-CH,OH ] (32);273[291 -H,0] (16);255[273-H,0 1" (7); 206

[M-CsHgOs5]" (10); 191 [206- CHs]" (30); 177 [191-CH,]" (29); 137 [C1oH}5]" (100).

RMN 'Hy "C ver tablas 1 y 2.

Triacetilpruinotrioles (IVa y Va). Aceite amarillo claro. IR (CHCI;) v cm™:
1746 (ester), 1646 (C=C). EMIE 70 eV, m/z (int rel): 448 [M, C,sH406]" (1); 388
[M-AcOH]" (4); 328 [M-2AcOH]" (30); 286 [328-CH,CO]" (36); 268 [M-3AcOH]"
(42); 190 [CsHsO,- CH5]" (22); 137 [CioHy7]" (175); 43 [Ac]” (100); RMN 'H 200

MHz, CDCl; (IVa): (6 5.10dda 7.5, 5, H12; 6 5.38 dda 8, 2.6, H14; 6 4.40 dd, 12, 3
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H15;064.10dd, 12, 8 H157; 0 5.25sa H16; 6 5.22 sa H16’; 6 4.89 sa, H17; 6 4.59 sa,
H17°; 6 0.88 s, H18; 6 0.80 s H19; 6 0.68 s H20; 6 2.09, 2.07 y 2.06 s, CH;COO).
RMN 'H 200 MHz, CDCIl; (Va): (6 5.34 sobrepuesta H12; 6 5.56 dda, 8, 2.6, H14; 6
4.30dd, 12,3.5,H 15;64.12dd, 12, 8, H15’; 5 5.33 sa H16; 6 5.29 sa H16’; § 4.87
sa HI17; 6 4.51 sa, H17’; 6 0.88s H18; 6 0.80 s H19; 8 0.67 s H,O; 6 2.10, 6 2.07, §

2.05s, CH;COO)

Pruinésido (VI). Cristales blancos, pf 90-92 °C. [a]p - 29.52° (¢ 2.1, CHCIy). IR
(CHCLy) Viax cm™: 3415 (OH), 1725 (éster), 1642 (C=C). EM FAB" m/z: 575

[M+Na, C5;Hs,05 +Na]". RMN 'H y BC ver tabla 3.

Tetraacetilpruinoésido (VIa). Cristales blancos, pf 110-113 °C. [a]p - 31.6° (¢ 2.5,
CHCLy). IR (CHCl3) Vpa cm™: 1755 (ester), 1643 (C=C). EM FAB" m/z: 743
[M+Na, C3HgO;, + Na]™ (100); 701 [743-CH,CO]" (7); 659 [701-CH,CO]" (14);

617 [659- CH,COJ" (34); 575 [617- CH,CO]" (100). RMN 'H y "*C ver tabla 3.

Physapruina C (VII). Cristales blancos, pf 197-200 °C. [a]p + 67.72° (c 2.2,
CHCLy). IR (pelicula) vy cm™: 3412 (OH), 1725 (8-lactona a,B-no saturada), 1689

(cetona a,B-no saturada). EMIE 70 eV m/z (int rel): 546 [M', C3H4x00]" (no
observado); 528 [M-H,0]" (1); 510 [M-2H,0]" (8); 492 [M-3H,0]" (5); 468 [528-

CH;CO,H]" (25); 450 [468-H,0]" (10); 432 [450- H,O]" (22); 414 [432- H,O] " (19);
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169 [CoH1505]" (54); 152 [CoH,05]" (41); 125 [C/Ho0,]'(82); 43 [CH5CO](100).

RMN 'Hy "C ver tabla 4.
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8. RESULTADOS Y ANALISIS DE RESULTADOS

Como resultado del estudio quimico del extracto hexanico de hojas, ramas y
flores de Physalis pruinosa se aislaron e identificaron seis compuestos, cinco de
ellos nuevos. Sus estructuras fueron determinadas mediante la interpretacion de sus
datos espectroscopicos. Cinco de ellos son diterpenos labdénicos y el sexto una

withanolida.

El compuesto menos polar (I) es un furanoditerpeno. Su espectro de masas
presenta un i6n molecular de m/z 286 el cual es congruente con una formula
molecular CyH30. Su espectro de RMN °C (espectro 1) presenta 20 sefiales

correspondientes a 4 metilos, 7 metilenos, 4 metinos y 5 carbonos no protonados.

Su espectro de RMN 'H (espectro 2) presenta las sefiales caracteristicas de un
diterpeno labdanico como son 3 singuletes, que integran para tres protones cada uno,
en 6 0.89, 0.83 y 0.77, que se asignan a los metilos 18, 19 y 20, respectivamente.
Las sefiales de estos metilos aparecen en el espectro de RMN °C en & 33.6 (C18), &
21.8 (C19) y & 14.2 (C20). La presencia de 2 sefiales para protones vinilicos en 4.76
(dd, J =3, 1 Hz) y 4.57 (da, J = 3 Hz), asi como para 2 carbonos vinilicos, uno
metilénico (0 148.7) y otro no protonado (6 106.8), establecen la presencia de un

metileno exociclico en la molécula. Este se situia en C8 tomando en consideracion
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que los desplazamientos quimicos de las sefiales de H7 (6 2.34), H7°(6 2.05) y H9

(8 2.30) corresponden a hidrogenos alilicos.

La existencia de un furano disustituido en el compuesto I se dedujo de la
presencia en el espectro de RMN 'H de 2 dobletes con J =2 Hzen & 6.11 (H14) y &
7.17 (H15); asi como de las sefales de 2 carbonos no protonados (6 151.0, C12; 6
113.0 C13) y 2 metinos (8 112.8, C14; & 139.3, C15) en el espectro de RMN "*C.
Las sefiales para el metilo vinilico 16 son oy 1.97, 6¢ 10.1. En el espectro de RMN
BC se observaron ademas las sefiales para los restantes 6 metilenos de la molécula
(tabla 1), asi como para los carbonos cuaternarios C4 (6 33.6) y C10 (6 39.6) y los
terciarios C5 (0 55.4) y C9 (6 54.4). Todo lo anterior condujo a formular la

estructura de este compuesto como I. Al revisar la literatura se encontrd que éste ya

(28) (29)

habia sido aislado de Pinus pumila y Solidago chilensis y se le llamé
pumildéxido. La comparacion de las rotaciones Opticas de ambos compuestos
permitid establecer que poseen la misma configuracion y en consecuencia la

estereoquimica del furanoditerpeno quedo establecida como se muestra en 1.

Pumiléxido (I)
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El segundo compuesto aislado, pruinonal, también es un diterpeno labdanico,
al que se asigné la estructura II. En el espectro de RMN 'H se observan tres
singuletes en 6 0.89, 0.82 y 0.73, asignados por su desplazamiento a los metilos
terciarios 18, 19 y 20, se observan también dos sefiales en 6 4.72 (ddJ=4, 1.5 Hz) y
04.20 (dd J =4, 1.5 Hz), para los protones de un metileno exociclico, H-17 y H-17".
En el espectro de RMN "°C (espectro 5) se observan cinco sefiales que confirman lo
anterior: tres de ellas (6 33.5, 21.7 y 14.7) fueron asignadas a los carbonos de los
metilos terciarios y las dos restantes (6149.2 y 106.4) a los carbonos del metileno
exociclico, C8 y C-17. Las sefales para los carbonos 1-10 son practicamente iguales
a las del compuesto I. Esto permite suponer que la diferencia entre ambos

compuestos reside en la cadena lateral.

El espectro de IR del compuesto II (espectro 6) muestra bandas de absorcion
para aldehido conjugado (1682 cm™), cetona conjugada (1728 cm™) y doble enlace
(1644cm™). El espectro de RMN "°C muestra la sefial del carbono de la cetona en
0 202.8 y la del aldehido en o 192.6. El protén del aldehido aparece como una sefial
doble (J =7.5 Hz) en 6 10.27. Esta senal correlaciona en el espectro COSY (espectro
7) con la sefial de un proton vinilico en 6 6.60 (dc J = 7.5, 1.5 Hz) que a su vez
correlaciona con la sefal de un metilo vinilico en 6 2.25 (d, J =1.5 Hz). Lo anterior

permite situar al aldehido en C15 y al doble enlace en C13.
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La interaccion observada en el espectro NOESY entre el proton vinilico
(H14) y el protén aldehidico (H15) confirm6 lo anterior. Ademas la interaccion de
H15 con los protones del metilo vinilico (H16) establece la geometria del doble
enlace como E. El carbono de la cetona conjugada (6 202.89) mostro6 correlaciones a
tres enlaces con los protones 14 y 16, estableciendo que se trata de C12. Con esto la
estructura del pruinonal quedé establecida como se muestra en I1. El peso molecular

de 302 obtenido por EM, es congruente con la férmula molecular de C,oH3,0;.

Pruinonal (II)

El compuesto III, pruinolona, presentd en su espectro de IR bandas para
hidroxilo (3442 cm™), cetona conjugada (1672 cm™) y doble enlace (1644 cm™). Su
espectro de masas presenta un i6n molecular de 304, consistente con una féormula
molecular C,0H3,0,. Sus espectros de RMN tanto de 'H (espectro 8) como de °C
(espectro 9) son muy parecidos a los del compuesto II; con la diferencia de que en

los espectros de III no se observan las sefales del aldehido y en cambio, en el
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espectro de RMN de 'H aparece un doblete de quinteto en & 4.44 (J = 5.5, 1.5 Hz),
que integra para dos protones, y cuyo desplazamiento permite suponer que se trata
de los protones de un metileno alilico base de alcohol. Este se sitia en C15 por las
correlaciones observadas en el espectro COSY (espectro 10) entre los protones del
metileno (H15, H15”) con un protén vinilico (H14) cuyo desplazamiento (0 6.73)
indica que se encuentra B a un carbonilo. Las sefiales en el espectro de RMN "*C
para los carbonos de un metileno (6 60.1, C15), un doble enlace trisustituido
(0137.7, C13; 6 138.8, C14), un metilo vinilico (8 11.9, C16) y un carbonilo
cetonico (6 201.1, C12) confirman lo anterior y establecen que la estructura de este

compuesto es la representada en IIl. La geometria £ del doble enlace en C13 se

dedujo del efecto NOE entre los protones 15 y 16.

Pruinolona (III)

La pruinolona (III) es un compuesto sensible a 4cidos. Asi, durante la

obtencién de sus espectros de RMN en solucion de CDCI; que contenia trazas de
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DCI, se observo la transformacion de III en I. Esta misma transformacion se
reprodujo en el laboratorio, al agregar HCI a una solucion cloroféormica de III. Esta
transformacion puede explicarse mediante el mecanismo que se muestra a

continuacion.

La facilidad con que ocurre esta transformacion crea la incertidumbre de si el
compuesto I es un producto natural de la planta o se form¢ a partir de I1I, durante el

proceso de aislamiento.

Después de sucesivos procesos de purificacion, se logrd aislar una substancia
que con todos los eluyentes ensayados presentaba una mancha homogénea en CCF.
Sin embargo, sus espectros de RMN revelaron que se trataba de una mezcla de 2
compuestos IV y V, a los que denominamos pruinotrioles. Debido a que todos los
intentos de separar estos compuestos fallaron, la asignacion estructural se hizo con
base en los datos espectroscopicos de la mezcla (tablas 1 y 2). Esto fue posible
porque los compuestos IV y V se encontraban en una proporcion aproximada de 3:2.

En el espectro de RMN 'H (espectro 11) se puede apreciar que, con la excepcion de
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las sefiales de H-17, H-17" y H-20, las sefiales asociadas a la decalina, aparecen con
el mismo desplazamiento en los 2 compuestos. En cambio, las sefiales de la cadena
lateral aparecen con la misma multiplicidad y préacticamente con las mismas
constantes de acoplamiento, pero con desplazamientos diferentes para cada uno de
los compuestos. En el espectro de RMN °C (espectro 12) solo las sefiales de los
carbonos 9 y 11-17 aparecen duplicadas. Asi, la diferencia entre ambos compuestos
debe residir en la cadena lateral, cuya estructura se determiné como sigue: la
existencia del doble enlace 13(16) se dedujo de la presencia de 2 dobletes anchos
asignados a los protones 16y 16’ en 0 4.85y4.42 paralVyen 64.87y4.45 para 'V,
asi como por las sefiales para C13 y C16 en 6 151.1 y 111.9 para IV y 8 151.6 y
112.5 para V. Ambas moléculas poseen un alcohol primario en C15 (6 66.7 (IV);
0 66.2 (V)) y alcoholes secundarios en C12 (6 72.1 (IV); 6 71.6 (V)) y C14 (6 73.3
(IV); 8 73.2 (V)). De lo anterior se establece que la estructura de estos compuestos
es la misma y que deben diferir en la configuracion de C12 o C14, configuraciones

que no se lograron determinar.

En un intento de separar estos compuestos se obtuvieron los derivados

triacetilados IVa y Va. La mezcla de los triacetatos tampoco se pudo resolver. Sus

datos de RMN 'H se presentan en la seccion 5.6.
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OR R

OR

IV, V R=H
IVa, Va R=Ac

Pruinotrioles (IVy V)
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'H I’ I nr v° V°
1 1.71d 1.52m 1.53m 1.75m 1.75m
12.5
1 1.16 td 1.09 td 1.08 td 1.09 tt 1.09 tt
12.5, 4 12.5,3.5 12,2.5 13,3.5 13,3.5
2 1.58 tt 1.57 dt 1.56 m 1.56 t 1.56 t
14,3.5 13.5,3.5 13.5 13.5
2’ 1.50 dc 1.48 dt 1.46 m 1.5l m 1.5l m
14 3.5 13.5,3.5
3 1.41 dddd 141 m 1.39m 1.40d 1.40d
13,3.5,3.5, 1.5 13.5 13.5
3’ 1.2 tc 1.20 td 1.19td 1.21 td 1.21td
13,3.5 14,3.5 13.5,4.5 13.5, 4 13.5, 4.5
5 1.20 dd 1.33 dd 1.23 dd 1.18 dd 1.18 dd
13,3 12.5,2.5 12.5,2 12.5,2.5 12.5,2.5
6 1.73 m 1.75 dddd 1.73 dddd 1.75m 1.75m
12.5,5,2.5,2.5 | 12.5,5,2.5,2.5
6’ 133 cd 1.32cd 131 cd 1.34 cd 1.34 cd
13,4.5 12.5,4.5 12.5,4 13,4.5 13,4.5
7 2.34 ddd 2.39 ddd 2.37 ddd 2.41 ddd 2.41 ddd
13,4.5,2.5 13,4.5,2.5 13, 4.2 13,4,2 13,4.2
7’ 2.05 td 2.11td 2.12td 2.05m 2.05m
13,5 13,5.5 13,5
9 2.30d 2.52d 2.54d 2.02m 2.02m
10 10 10
11 2.62dd 2.95dd 2.98dd 1.76 m 1.76 m
15, 10 17, 10 17, 10
11’ 2.73 dd 2.68 dd 2.59dd 1.65m 1.65m
15,3.5 17,3.5 17,3.5
12 420 dd 424 dd
10, 1 10,2
14 6.11d 6.60 dc 6.73 tc 438 dd 4.40 dd
2 7.5,1.5 5.5,1.5 7,3.5 7,4
15 7.17d 10.27d 4.44 dc 3.73 dd 3.75dd
2 7.5 5.5,1.0 11,3.5 11,4
15° 3.66 dd 3.68 dd
11,7 11,7
16 1.97 s 225d 1.75 dc 520s 520s
1.5 1.5,1.0
16’ 5.14s 5.17s
17 4.76 dd 472 dd 4.68 dd 4.85d 487d
3,1 4,15 3,1.5 1.5 1.5
17 457d 420 dd 424 dd 442d 4454
1 4,15 3,1.5 1 1.5
18 0.89 s 0.89's 0.88s 0.88 s 0.88 s
19 0.83 s 0.82s 0.81s 0.81s 0.81s
20 0.77 s 0.73 s 0.73 s 0.68 s 0.69 s

*Los espectros se determinaron en CDCl;; s = singulete, d =doblete, t = triplete, ¢ =cuarteto, a = sefial ancha,

m = multiplete.

*Determinados a 500 MHz, "Determinados a 300 MHz.
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Tabla 2. Datos espectroscopicos de RMN C de los compuestos I-V*

C I I i v° Vv’

1 39.0t 394t 393t 39.1t 39.1t
2 19.4 t 19.3 ¢ 19.3 ¢ 19.3 ¢ 19.3 ¢
3 42.1t 420t 42.1t 42.1t 42.1t
4 33.6s 33.5s 33.5s 33.6s 33.6s
5 55.4d 55.2d 55.1d 55.5d 55.5d
6 243t 24.0t 240t 24.4t 24.4 t
7 38.1t 37.5t 37.6t 383t 383t
8 148.7 s 149.2's 149.6 s 149.1 s 149.0 s
9 54.4d 51.9d 51.7d 52.5d 52.6d
10 39.6s 39.0s 39.0s 3945 3945
11 215t 345t 33.0t 31.0t 30.6 t
12 151.0s 202.8 s 201.1s 72.1d 71.6d
13| 113.0s 152.9's 137.7 s 151.1s 151.6 s
14| 112.8d 131.2d 138.8 d 73.3d 73.2d
15| 1393d 192.6 d 60.1 t 66.7 t 66.2 t
16 10.1¢ 12.5¢ 119¢ 1119t 112.5t
17 | 106.8t 106.4 t 106.2 t 106.4 t 106.6 t
18 33.6¢ 33.5¢ 32.6¢ 33.6¢ 33.6¢
19 21.8¢ 217 ¢ 21.8¢c 217 ¢ 217 ¢
20 142 ¢ 14.7 ¢ 148 ¢ 14.6 c 14.6 c

*Multiplicidad deducida del espectro DEPT. Los desplazamientos estan dados en ppm, referidos al CDCl;.
s = singulete (C), d = doblete (CH), t = triplete (CH,), ¢ = cuarteto (CHj3).
*Determinados a 125 MHz; °Determinados a 75 MHz.
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El més abundante de los compuestos aislados, fue el 3-metilbutirato de un glicosido
labdénico al que llamamos pruinosido VI. Su formula molecular es C;;Hs5,Og y es
congruente con el i6n molecular de m/z 552 obtenido por FAB". Sus espectros de
RMN 'H y "C (espectros 13 y 14)" mostraron que posee la misma estructura en el
nucleo de labdano que los compuestos I-V. El compuesto VI posee un doble enlace
en C13 como lo indican las sefiales en oy 5.38 t, J =7 Hz (H14), ¢ 138.5 s (C13) y
Oc 125.2 d (C14). Posee también un 3-metilbutanoato identificado por las senales en
§2.19 d, J = 7 Hz, (H2"), §2.10 hept J = 7 Hz (H3%) y  0.97 d, J = 7 Hz, (H4",
H5%); asi como por las sefiales en & 173.0, 43.5, 25.7 y 22.5 para los carbonos 1 a
5% respectivamente. Las correlaciones en el espectro HMBC (espectro 15) entre C1°
y H15, H15’ indicaron que este grupo esta unido a C15. Las sefiales en 8 99.3 (C19),
73.5 (C29), 76.6 (C3%), 70.2 (C4Y), 752 (C5%) y 62.2 (C6°) establecieron la
presencia de una glucosa en la molécula. La constante de acoplamiento de 7.5 Hz de
la sefial del protén anomérico (84.15 d, H1) reveld que se trata de una B-D-
glucopiranosa. Su posicion en la molécula se dedujo de la correlacion en el espectro
de HMBC (espectro 15) entre el protéon anomérico y la sefial en ¢ 82.3 que se
asigno a C12 por las correlaciones con H14 y H16 que se observaron en el mismo
espectro. Las interacciones de H12 (8 4.24 dd, J = 11, 4 Hz) con H14 y H1°

observadas en el espectro NOESY (espectro 16), confirmaron lo anterior y ademas

*
El compuesto VI es poco estable y durante la determinacion de sus espectros de RMN se
transformd parcialmente.
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establecieron que la geometria del doble enlace en C13 es E y la estructura del

compuesto, la que se representa en VI.

VI R=H
VIa R=0Ac

De la acetilacion del pruindsido se obtuvo el derivado tetraacetilado VIa. En
el espectro de RMN 'H (espectro 17) se observan los singuletes para los protones de
los acetatos en 6 1.99, 2.0, 2.01 y 2.07. Los protones de la B-D-glucopiranosa se ven
con mayor detalle en & 4.35 (d, J = 8 Hz, H19), 8 4.98 (dd, J = 9, 5.8 Hz, H2%), &
5.15 (t, J = 9.5 Hz, H3%), 8 5.05 (t, J = 9.5 Hz, H4%), § 3.61 (ddd ,J = 9.5, 5.5, 2.5
Hz, H5%) y § 4.23 (dd, J = 12, 5.5 Hz, H6), § 4.10 (dd, J = 12, 2.5 Hz, H6°°). Estas
sefiales aparecen a campo mas bajo que las del compuesto original. Por otra parte los
protones unidos a C15 no modifican su desplazamiento (6 4.65 dd J =13, 7 Hz, 4.61
dd J =13, 7 Hz), lo que confirma la posicion del éster. En este derivado la geometria
E del doble enlace en C13 se corrobora por la correlacion que presentan los protones
HI15 y H16 en el espectro NOESY (espectro 18). Con la obtencién del derivado

acetilado, que es cristalino, fue posible realizar el estudio de difraccion de rayos X.
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Los resultados (figura 5) confirmaron la estructura propuesta y establecieron la

configuracion en C12 como S.

Figura 5. Vista estereoscoOpica de tetracetilpruinosido (VIa).
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Tabla 3. Datos espectroscopicos de RMN 'H y BC delos compuestos VIy Vla*

VI VIia VI Via
lHa 13Cb lHa 13Cb lHa 13Cb lHa 13Cb
1 | 1.70m | 390t | 1.69m | 39.0t | 15 | 4.67dd | 604t 4.65dd 60.2 t
13,7 13,7
1’ | 086m - 0.85m - 15° | 4.60dd - 4.61dd -
13,7 13,7
2 | 1.55ta | 194t | 154m | 194t | 16 1.66s | 10.5¢ 1.56 s 10.1¢c
13.5
2> | 148m - 1.45m - 17 483s | 106.7t 4.82s 106.9 t
3 | 1.39m | 421t | 1.37ta | 42.1t | 17 | 4.65s - 4.63s -
13.5
3 | 1.15m - 1.14 td - 18 0.86s | 33.5¢ 0.85s 335¢
13.5,4
4 - 33.6's - 33.6s | 19 0.79s | 21.7¢ 0.78 s 217 ¢
5 | 1.01dd | 55.6d | 099m | 55.6d | 20 0.88s | 14.6¢ 0.67 s 145¢
12,2.5
6 | 1.70m | 244t | 1.65m | 243t | 1° 4.15d | 99.3d 435d 97.8d
7.5 8
6 | 1.29dtd - 1.29 dtd - 2¢ | 339dd | 73.5d | 4.98dd 71.3d
13,13, 4 13,13, 4 9,7.5 95,8
7 | 235da | 382t | 2.34ddd | 382t | 3° 348t | 76.6d 5.15t 73.1d
12.5 13,4,2.5 9 9.5
7 | 1.85td - 1.84 td - 4¢ 361t | 702d 5.05t 68.8d
12.5,4.5 13,4.5 9 9.5
8 - 1483 s - 148.0s | 5 | 321da | 752d | 3.61ddd | 71.7d
9 9.5,5.5,2.5
9 | 137m | 525d | 132m | 524d | 6° | 3.83dd | 622t 423 dd
12.5,3.5 12,5.5
10 - 393 s - 393s | 6¢ | 3.83dd - 4.10 dd 62.3t
12.5,3 12,2.5
11 | 1.76m | 270t | 1.69m | 269t | 1* - 173.0 s - 172.8 s
11° | 1.65m - 1.69 m - 2k 2.19d | 43.5¢ 2.20d 4351
7 7
12 | 424dd | 823d | 4.19dd | 829d | 3* |[2.10hept | 25.7d | 2.11hept | 25.7d
11,4 9.5,7.5 7 7,6.5
13 - 138.5 s - 138.6s | 4% 097d | 225¢ 0.98 d 225¢
5° 7 6.5
14 | 538t | 1252d| 5.38dd | 124.9d | OAc 2.08s 169.2
7 7,1.5 2.01s 170.3
2.01s 169.4
1.99 s 170.6

*Los desplazamientos estan dados en ppm relativas al TMS. Los espectros se determinaron en CDCls,
s = singulete, d =doblete, t = triplete, ¢ = cuarteto, a = sefial ancha, m = multiplete.
"Determinados a 500 MHz, "Determinados a 125 MHz.
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El ultimo de los compuestos aislados (VI) resultdé una withanoélida, en su
espectro de RMN °C (espectro 19) se observan sefiales para 30 carbonos, dos de
ellas asignadas por su desplazamiento quimico a grupos carbonilo, las restantes 28 a

6 metilos, 6 metilenos, 9 metinos y 7 carbonos no protonados

En el espectro de RMN 'H (espectro 20) se observan dos sefiales en & 5.91
(dd J =10, 2 Hz) y 66.67 (ddd J = 10, 5, 2, Hz) que se atribuyen por su
desplazamiento a los protones H-2 y H-3 de una cetona a,3-insaturada. Se observan
también 2 sefiales en 6 2.54 (dd J =20, 5 Hz) y 6 3.57 (dt J = 20, 2.5 Hz) que deben
ser parte de un metileno. Estas sefiales se asignaron a H4 y H4’. En el espectro de
RMN "°C se observan las sefiales que confirman lo anterior. La primera un singulete
en 6 201.5 atribuido al carbonilo de la cetona, C1. Se observan dos dobletes en
0 128.5y 6 141.7 asi como un triplete en & 37.3. Estas sefiales se asignaron a C2, C3

y C4 respectivamente.

El compuesto VI contiene una d-lactona a,f-no saturada, la presencia de esta
funcionalidad se confirma en su espectro de RMN 'H, que muestra una sefial doble
de doble en 0 4.30 asignada al proton base de lactona, H22. Se observan ademas dos
singuletes en 6 1.89 y 8 1.97, éstos se atribuyen por su desplazamiento quimico a los

protones de los metilos vinilicos 27 y 28 respectivamente.
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En el espectro de RMN "°C se observa la sefial del carbonilo de la 8-lactona
o,3-no saturada, C26, en 6 166.2, mientras que las sefiales de los carbonos vinilicos,
C25 y C24, aparecen en o 122.2 y 8 148.9, respectivamente. Se observan las sefiales
de dos metilos en & 12.4 y 20.6 sefiales asignadas a los carbonos 27 y 28. La sefial
del carbono base de lactona, C22, aparece en 6 81.4 y la del metileno alilico, C23,

en o 31.6.

La sefial (t, J = 2.5 Hz) en 6 4.09 se atribuye a un proton base de alcohol y se
asigno a H6 por las interacciones con H7 y H7’ observados en el espectro COSY
(espectro 21), asi como por las correlaciones hidrogeno-carbono a 2 y 3 enlaces
observados en el espectro HMBC (espectro 22) con C8, C10 y C5. La sefial de este
ultimo carbono (C5) aparece en & 80.5 y corresponde a un carbono no protonado, lo
que indica que debe estar unido a un segundo grupo hidroxilo. Las sefiales para
carbonos no protonados en o, 75.1 y 83.3 revelaron la presencia de otros dos
alcoholes terciarios en la molécula. El primero se situé en C20 (5 75.1) por las
correlaciones con H22, H21 y H16p. El segundo se localizé en C14 (5 80.5) por las
correlaciones que presenta este carbono con H12, HI12> Hl6a, H17, H18 y con un
doblete en 6 5.06 (J =6.5 Hz) que se atribuye a H15 y que por su desplazamiento se

asigna a un proton base de éster.
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El éster en C15 fue identificado como un acetato por las sefiales en d. 170.1,
0. 21.7 y 0y 2.07. Las correlaciones de H15 con H16f3 y H16a observadas en el

espectro COSY, confirmaron lo anterior.

Tabla 4. Datos espectroscépicos de RMN 'H y BC del compuesto VII*

lHa 13Ch lHa 13Cb
1 - 201.5s 15 5.06d 80.4d
6.5
2 5.91dd 128.5d 16 242 dt 313t
10, 2 15, 8
3 6.67 ddd 141.7d 16’ 1.64 dd -
10, 5, 2 15, 10
4 3.57 dt 373t 17 1.85dd 5424d
20,2.5 10, 8
4 2.54dd - 18 1.39's 156¢
20, 5
5 4.09 t 80.8 s 19 139 19.6 ¢
2.5
6 2.10m 74.6 d 20 - 75.1s
7 2.15m 28.7t 21 1.45 s 212 ¢
8 276t 33.6d 22 430dd 81.4d
12,4
9 2.29 ddd 36.2d 23 13.5,3.5 31.61
13.5,7,3.5
10 - 532 23° 2.09m _
11 2.29 ddd 219t 24 - 1489 s
13.5,7,3.5
1 133 m - 25 - 1222's
12 2.12m 403t 26 - 1662 s
12° 1.54 dt - 27 1.89's 124 ¢
13,3.5
13 - 49.0s 28 1.97 s 20.6 ¢
14 - 833s OAc 2.07 s 170.1's
21.7 ¢

*Los desplazamientos estan dados en ppm relativas al TMS. Los espectros se determinaron en
CDCls, s = singulete, d =doblete, t = triplete, c =cuarteto, a = sefial ancha, m = multiplete.
*Determinados a 500 MHz, "Determinados a 125 MHz.
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La estereoquimica de la physapruina C se formuld6 con base en las
interacciones observadas en el espectro NOESY. En la figura 6 se muestran las mas

significativas.

Figura 6. Estructura de la physapruina C en la que se muestran las principales
interacciones observadas en el espectro NOESY.

De esta forma se propone la estructura VII para la physapruina C.

Physapruina C (VII)
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En estd investigacion se analizé el extracto hexanico de las partes aéreas de
Physalis pruinosa L. Los compuestos aislados fueron siete, seis de ellos diterpenos
labdéanicos. Este tipo de sustancias no han sido reportadas en la literatura como
constituyentes del género Physalis, sin embargo, en estudios recientes efectuados en
nuestro laboratorio, se aislaron varios labdanos de P. patula y P. coztomatl. Lo
anterior es relevante porque apunta a que los labdanos pueden ser, junto con los
withaesteroides, marcadores quimicos del género Physalis. Por otra parte, en este
estudio también se aisld una withanoélida, diferente a las aisladas de las partes aéreas

@® cultivada en Japon. En ese estudio se

de una poblacion de Physalis pruinosa
analizo el extracto de BuOH-AcOEt y se aislaron physapruina A (36), physapruina
B (37), withanolida E (38), 4B-acetoxiwithanodlida E (39) y 2,3-dihidro-3-metoxi-4[3-

hidroxiwithanolida E (40).

OH 36

O
OR 40 R=Ac
40a R=H
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En nuestro caso el estudio realizado corresponde a la fraccion hexanica, por
lo que aun resta establecer la composicion quimica de la fraccion de acetato de etilo

y una vez hecho esto comparar la composicion de las dos poblaciones.

Cabe mencionar que en otro estudio®" se analizé la actividad antibacteriana
de los extractos organicos y acuosos de diferentes partes de P. pruinosa por el
método de difusion en disco. Los extractos probados fueron (1) metandlico de
calices, (2) AcOEt de frutos, (3) acuoso de frutos, (4) AcOEt de resina de frutos, (5)
hexanico de hojas, ramas y flores, (6) AcOEt de hojas, ramas y flores, (7) acuoso de
hojas, ramas y flores. Las bacterias blanco fueron cepas clinicas y de referencia de

Staphylococcus aureus 'y S. epidermidis.

La actividad se concentrd en los extractos orgéanicos de polaridad media, es
decir los extractos 4 y 6, mientras que los que mostraron menor actividad fueron los
acuosos y el hexéanico. Fue posible establecer que existen compuestos con actividad

antibacteriana en todas las partes de la planta que fueron evaluadas.
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9. CONCLUSIONES

Del extracto hexanico de hojas, ramas y flores de Physalis pruinosa L. se
aislaron seis diterpenos labddnicos y una withanolida. Todos los labdanos aislados
presentan oxidado el carbono 12, hecho que no es frecuente en este tipo de

compuestos y que parece ser caracteristico de los aislados de Physalis.

La presencia de diterpenos labdanicos se observo en las especies P. coztomatl y
P. patula estudiadas también en nuestro laboratorio. Lo anterior, de ser constante en
otras especies del género, sugeriria que los labdanos junto con los withaesteroides

son los marcadores quimicos del género Physalis.

El aislamiento y elucidacion estructural de los diterpenos labdanicos, cinco de

ellos nuevos, y la withanolida también nueva, son una aportacién al conocimiento

del género Physalis.
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ABREVIATURAS
CCV Cromatografia en columna con vacio
CCF Cromatografia en capa fina
) Desplazamiento quimico
COSY Espectroscopia bidimensional de correlacion homonuclear (IH—IH)
DEPT Distorsion reducida por transferencia de polarizacion
EM Espectrometria de masas
EMIE Espectrometria de masas por impacto electrénico
eV Electron volts
FAB" Espectrometria de masas mediante bombardeo de atomos rapidos
HMBC Espectroscopia bidimensional de correlacion heteronuclear multiple ('H-"C)
HMQC Espectroscopia bidimensional de correlacion heteronuclear ("H-">C)
Hz Hertz
int. rel. Intensidad relativa
IR Espectroscopia de Infrarrojo
IE Impacto electronico
] Constante de acoplamiento
by Longitud de onda
m/z Relacion masa carga
M" [6n molecular
NOESY Espectroscopia bidimensional por efecto nuclear Overhauser (‘H-"H)
ppm Partes por millon
RMN Resonancia Magnética Nuclear
Rf Factor de retencion
TMS Tetrametilsilano

93



	Portada
	Índice
	1. Introducción
	2. Resumen
	3. Planteamiento del Problema
	4. Antecedentes
	5. Objetivos   6. Hipótesis
	7. Metodología
	8. Resultados y Análisis de Resultados
	9. Conclusiones
	Apéndices
	11. Referencias

