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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION

Por muchos afios los productos naturales y la medicina han estado estrechamente
relacionados, principalmente a través de la herbolaria, que histéricamente ha sido el
componente principal de los sistemas de medicina en todo el mundo y en todos los
tiempos, sistemas que ahora llamamos de medicina tradicional. Por lo tanto no es extrafio
que en los dltimos 100 afios, los estudios quimicos, farmacolégicos y clinicos de medicinas
tradicionales (principalmente plantas) condujeran al descubrimiento de medicamentos
como la aspirina, la quinina y la digitoxina y que las grandes compaiifas farmacéuticas
crearan programas de investigacién de productos naturales como fuentes de nuevos

medicamentos.

Asi, los productos naturales han jugado un papel central en el descubrimiento de
nuevos farmacos, tanto que en la actualidad cerca del 40% de los medicamentos que se

consumen derivan directa o indirectamente de productos naturales.!»?

Durante un tiempo el fraccionamiento biodirigido de extractos fue uno de los
métodos mas empleado en la industria farmacéutica para la bisqueda de nuevos productos
naturales bioactivos. Més tarde, la quimica combinatoria ofrecié la posibilidad de obtener
miles de compuestos cuya actividad podia ser evaluada por métodos automatizados y fue
entonces cuando muchas compaiifas farmacéuticas redujeron o abandonaron sus
investigaciones en productos naturales, a pesar de que los formacos derivados de éstos se

encuentren entre los més vendidos a nivel mundial. Sin embargo, ni la quimica
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combinatoria, ni otros métodos de descubrimiento de firmacos (modelado de farmacos,
exploracién virtual de actividad) han dado los resultados esperados. Esto ha hecho
resurgir el interés en los productos naturales y ha dado lugar a que se valore su
importancia como fuente de nuevos compuestos bioactivos. Lo anterior se debe a que los
productos naturales, respecto a los obtenidos en sintesis combinatorias, tienen las
ventajas de una mayor diversidad estructural, atin no totalmente explorada, y también de

una mayor complejidad.t%*

Aunque México no cuenta con una industria farmacéutica sélida, sf es poseedor de
una de las floras mas diversas del mundo y una de las més ricas en especies medicinales,
en las que sin duda deben existir compuestos que pueden ser aprovechados para enfrentar
los numerosos problemas de salud que aquejan a la poblacién, problemas que en muchos
casos se encuentran asociados a situaciones econdémicas adversas que hacen dificil o

imposible la adquisicién de farmacos de patente, que generalmente son de un alto costo.’

Por lo anterior es necesario realizar estudios que permitan un mayor conocimiento
de los recursos asociados a la flora del pais y que sienten las bases para su posible
explotacién. En este contexto se inscribe el presente trabajo, en el que se presentan los
resultados de los estudios quimicos de las plantas Physalis virginiana Miller y Asclepias
otariotdes Fourn., asi como los resultados de la evaluacién de la actividad antiinflamatoria

de tres de los compuestos aislados.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Physalis y Asclepias en la medicina tradicional

México posee una flora muy abundante en especies medicinales, la cual a partir de
la conquista y debido al fuerte intercambio de especies vegetales entre América y Europa,
se encuentra representada no sélo por plantas nativas sino también por plantas
introducidas. Desde tiempos prehispanicos y hasta nuestros dfas estas plantas medicinales
han jugado un papel muy importante en la medicina tradicional,® que en muchos lugares

del pafs es practicamente la Ginica opcién para el tratamiento de diversos padecimientos.

Muchas especies de los géneros Physalis y Asclepias, son empleadas en la medicina
tradicional debido a las diferentes actividades biolégicas que presentan. En el caso de
Asclepias, las principales propiedades que se atribuyen a las especies del género son
analgésicas, dermatolégicas, antiinflamatorias, purgantes y contra infecciones
respiratorias, aunque también algunas especies son consideradas tdxicas. Entre las
especies que son empleadas con fines curativos estdn A. contrayerba, A. curassavica, A.
Glaucescens, A. linaria, A. similis, A. lynchiana, A. mexicana, A. albicans, A. oenotheroides y A.

tuberosa.”

El género Physalis también cuenta con un ndmero importante de especies
consideradas medicinales. EEn nuestro pafs por ejemplo, especies como P. philadelphica, P.
chenopodifolia, P. coxtomatl y P. aequata son utilizadas en el tratamiento de diversos

padecimientos, pero principalmente en casos de desérdenes digestivos, diabetes e
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infecciones en las vias respiratorias.® P. peruviana, una especie nativa de Sudamérica, se
emplea para tratar malaria, asma, dermatitis, reumatismo y como diurético.® Physalis
alkekengi se emplea en la medicina China por sus propiedades expectorantes, diuréticas y
oxitécicas.'® Asimismo, P. angulata se emplea en Taiwan para el tratamiento de tumores.'°
P. pubecens se usa en Puerto Rico contra la indigestién y en la India P. minima es empleada

en el tratamiento de hepatitis, gonorrea, enfermedades urinarias y gota.!!

2.2 Familia Solanaceae

En esta familia se encuentra incluido el género Physalis. La familia Solanaceae
cuenta con cerca de 90 géneros y alrededor de 2500 especies. Sus especies presentan una
gran diversidad de habitos de vida, entre ellas se encuentran hierbas, lianas terrestres o
epifitas y arboles. Las solandceas se encuentran distribuidas en todo el mundo, pero
principalmente en zonas tropicales y templadas. Se cree que su centro de diversificacién se

sitlia en Sudamérica.!2-1#

Desde un punto de vista antropocéntrico, la importancia de esta familia radica en
que a ella pertenecen muchas especies que son benéficas para el hombre. Entre ellas estdn
varias plantas que se cultivan para obtener alimentos como la papa (Solanum tuberosum),
jitomate o tomate rojo (Licopersicon esculentum), el chile (Capsicum annum), el tomate de
cascara (P. philadelphica), 1a uchuva (P. peruviana) y la berenjena (Solanum melonogena);
plantas ornamentales como el floripondio (Brugmansia arborea, B. sanguinea), huele de

noche (Cestrum nocturnum), copa de oro (Solandra grandiflora) y alquequenje (P. alkekengy).
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Ademas existen otras solandceas que aunque se utilizan como especies medicinales,
su empleo resulta muy peligroso debido al tipo de alcaloides que poseen, tal es el caso de
Atropa belladona (belladona), Datura stramonium (toloache) y Mandragora officinarum

(mandragora), plantas que también se asocian a rituales magicos y brujerfa.

Al hablar de solandceas no se debe dejar de mencionar a Whitania somnifera
(ashwagandha), una de las especies mds importantes en los sistemas de medicina
Ayurvédica y tradicional de la India, al punto de que se le conoce también como “ginseng
de la India”.’> Tampoco se puede pasar por alto a Nicotiana tabacum que al ser empleada
para la elaboraciéon de cigarros y puros, ha dado origen a una de las industrias mas

rentables, pero también una de las mas controvertidas desde el punto de vista ético.!*16

2.3 Género Physalis y Physalis virginiana Miller

Physalis virginiana Miller pertenece al género Physalis que comprende cerca de 90
especies distribuidas en México, América Central, América del Sur, Estados Unidos y el
Viejo Mundo. Sin embargo, debido a que en México es donde se encuentra el mayor
ntmero de especies de Physalis, y también a que gran parte de ellas son endémicas, se

considera que nuestro territorio es el centro de diversificacién del género.!7!$

En la clasificacién méas reciente de Physalis se divide al género en cuatro
subgéneros, Physalis, Physalodendron, Quincula y Rydbergis, y a este tltimo, que es el

que contiene el mayor nimero de especies, se le divide en las secciones Epeteiorhiza,
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Campanulae, Coztomate, Lanceolatae, Carpenteriae, Angulatae, Viscosa, Rydbergae, y

Tehuacanae.'®

Dentro del género Physalis encontramos especies herbdceas, sufritices™ y
arbustivas, las cuales pueden ser anuales o perennes, con flores solitarias, axiales, hojas
que suelen ser ovadas, enteras o dentadas. Los frutos se presentan como bayas carnosas
con colores que van del verde o amarillo hasta el pirpura y estdn rodeados por el céliz. Se
sabe que los frutos de muchas especies de Physalis son comestibles, pero sélo se ha
documentado este uso para catorce de ellas; de éstas tnicamente P. philadelphica, P.
peruviana, P. grisea y P. alkekengi son cultivadas para obtener dichos frutos y los del resto

de las especies se colectan de poblaciones silvestres.!8:20

En México P. philadelphica es la especie méas conocida del género. Esto se debe a
que sus frutos (tomates verdes o de céscara) se conocen desde tiempos prehispénicos. Ya
Francisco Herndndez en su “Historia de las plantas en la Nueva Espafia” consigna que “se
hacen de ellos, molidos y mezclados con chilli, una salsa muy agradable que mejora el
sabor de casi todas las viandas y alimentos y estimula el apetito”, y describe una serie de

usos medicinales, tanto para las hojas como para los frutos de esta planta.?!

Por otra parte, Physalis virginiana Miller esté incluida en la seccién Lanceolatae del
subgénero Rydbergis. Es una planta herbdcea perenne de aproximadamente 40 cm de
altura, de tallo lefioso, con flores hermafroditas. Es caracteristica de zonas secas, se
distingue por las hojas enteras, casi siempre angostas, el aspecto glabro y el color

“Sufritice: Planta de tallo lefioso en la base y herbacea en la parte superior, subarbusto.

7
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glauco. Las flores presentan méculas casi negras, que contrastan con el color amarillo de
la corola. El caliz presenta diez costillas en el fruto. Su hédbitat comprende el Noreste y
Sureste de Estados Unidos y en México los Estados de Sonora, Durango, Guanajuato y
San Luis Potosi. Por otro lado, Physalis virginiana, ha sido introducida en algunas

regiones del viejo mundo. 1722

2.4 Quimica del género Physalis

Del género Physalis, se han aislados diversos tipos de metabolitos secundarios. Por
ejemplo de especies como P. minima®*> y P. alkekengi var franehetti,** se aislaron
flavonoides. De esta tltima y de P. peruviana se aislaron alcaloides derivados del tropano

(calisteginas)?* y de la higrina,?> asf como monosacéridos esterificados.2

De P. coxtomatl, P. patula, P. pruinosa y P. nicandroides var. attenuata,®’?* se
obtuvieron diterpenos labddnicos. De esta ultima y de P. wviscosa se aislaron
acilsacarosas?®2%:%0 Sin embargo, los metabolitos mas caracteristicos del género son los
withaesteroides que se han aislado de casi todas las especies que se han analizado (excepto
de P. nicandroides)®'. De Physalis se han aislado 6 (withanélidas, withaphysalinas,
physalinas, neophysalinas, perulactonas e ixocarpalactonas) de los 16 tipos de

withaesteroides que se conocen hasta ahora.??
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Flavonioide de P. minima Alcaloide de P.peruviana Calystegina de P. alkekengi var.
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Labdano de P. nicandroides Schltdl. var. Acilsacarosa de P. nicandroides Schltdl. var. attenuata
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Figura 1: Algunos ejemplos de metabolitos aislados del género Physalts.
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2.5 Familia Apocynaceae sensu lato

Por mucho tiempo Asclepiadaceae y Apocynaceae han sido consideradas familias
relacionadas pero independientes. Recientemente y con base en informacién morfolégica y
filogenética se ha propuesto unificar estas familias en una sola: Apocynaceae sensu lato
para tener una familia monofilética. Tomada en este sentido la Apocynaceae s. L incluye
aproximadamente 5100 especies, agrupadas en 424 géneros y cinco subfamilas:

Apocynoideae, Asclepiadoideae, Periplocoideae, Rauvolfioideae y Secamonoideae.?3-3%

Esta familia incluye plantas anuales y perennes, entre las que destacan hierbas
erectas o trepadoras y con menos frecuencia arboles y arbustos. La mayorfa de sus
integrantes producen latex lechoso, rojizo (Aspidosperma) o transparente (Thenardia). Las
especies de esta familia se encuentran principalmente en bosques tropicales caducifolios,
matorrales xerdfilos, bosques de coniferas y bosques templados. Estudios fitoquimicos
han mostrado que la familia esta caracterizada quimicamente por biosintetizar glicésidos
cardioténicos, flavonoides, cumarinas, iridoides, triterpenos y alcaloides de diversos tipos.
Se ha encontrado que muchos de estos metabolitos son biolégicamente activos y entre las
actividades que presentan se pueden mencionar antibacteriana, leishmanicida,

antioxidante, antiinflamatoria y citotéxica, entre otras. 3*

10
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2.6 Subfamilia Asclepiadoideae R. Br. y el Género Asclepias

La subfamilia Asclepiadoideae, incluye el mayor porcentaje de diversidad tanto en
géneros como en especies, cuenta con aproximadamente 2000 especies distribuidas en 200
géneros.’ En México los géneros con mayor numero de taxones endémicos
pertenecientes a esta subfamilia son Matelea y Asclepias con mas de 60 especies y Gonolobus

y Marsdenia con 14 0 mas especies.

El género Asclepias incluye plantas herbaceas y con menor frecuencia especies
decumbentes (de tallos rastreros) o arbustos. Estas plantas poseen tallos glabros, hojas
opuestas, raramente alternadas o verticiladas, con inflorescencias umbeliformes, corolas
rotadas o campanuladas. Asclepias es un género Americano con alrededor de 150 especies,
de las cuales 68 se encuentran distribuidas en nuestro pafs. De éstas 14 son empleadas en
la medicina tradicional. Las principales propiedades medicinales que se le atribuyen al
género son analgésicas, para quitar el dolor de muelas (4. curassavica, A. oenotheroides),
estébmago y cabeza (A. albicans y A. subulata), dermatolégicas (A. curassavica), para curar
granos (A. lynchiana), verrugas (A. mexicana), heridas superficiales e infecciones (A.
glaucescens, A. linaria 'y A. similis), purgantes (A. glaucescens, A. curassavica 'y A. linaria),
contra infecciones respiratorias tales como neumonia, gripes y catarros (A4. curassavica, A.
tuberosa y A. quinquedentata) y etecto cardioténico para tratar la insuficiencia cardiaca (A.

woodsoniana, A. curassavica, A. tuberosa), aunque hay algunas que se consideran téxicas.”

11
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2.7 Quimica de género Asclepias

Asclepias presenta una amplia gama de compuestos (Figura 2) entre los que
podemos mencionar alcaloides, taninos, flavonoides, glicésidos cardioténicos

(cardendlidas) y glicésidos esteroidales.

Los glicésidos cardendlicos han sido aislados de especies como Asclepias curassavica,
Asclepias fruticosa, Asclepias incarta, entre otras. Este tipo de compuestos también se ha
encontrado en Danaus plexippus, la mariposa monarca, la cual se alimenta de plantas del
género Asclepias incluyendo A. curassavica.>”*® Ademas de glicésidos de cardendlidas, de A4.
curassavica y A. tuberosa se aislaron glicésidos esteroidales®’*°, de tipo pregnano de la
primera y de tipo androstano de la segunda. De A. curassavica se han aislado androstanos.
De estas plantas también se han aislado conduritoles, megastigmanos libres y como

glicésidos,*! también triterpenos®® y flavonoides.*?

12
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OH OH

R = H, conduritol F
R= glc, 3-O-b-D-glucopiranosilconduritol F
de A. curassavica

HO.

O
0O,
OH o) O OH
Flavonoide de A4. curassavica HO, OH
HO
10

OH

Figura 2: Ejemplos de algunos metabolitos aislados del género Asclepz‘as.

2.8 Asclepias otarioides Fourn

Asclepias otarioides Fourn. es una hierba erecta de 0.8 a 1.0 m, con tallos
densamente tomentosos, hojas opuestas, sésiles o corto-pecioladas. Presenta inflorescencia
umbeliforme y flores que van de un color rojo a morado. A. otarioides Fourn es endémica
de México, crece en los Estados de Durango, Guanajuato, Michoacan, Oaxaca, San Luis

Potos{ y Tlaxcala, asf como en el Distrito Federal.**

13
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2.9 Withaesteroides

En los afios 60 del siglo pasado se aisl6 withaferina A de una solandcea medicinal
(Withania somnifera). Se establecié que este compuesto tiene 28 4tomos de carbonos en un
esqueleto tipo ergostano cuya cadena lateral contiene una &-lactona. A partir del
aislamiento de withaferina A (figura 3a) se empezaron a aislar compuestos del mismo tipo
de otras solandceas y fue entonces que se propuso el nombre de withandlidas para estos

compuestos y todos aquellos que posean un esqueleto como el que se muestra en la figura

3b.15,44,45

Figura 3: a) withaferina A, b) Esqueleto de withanélida.

Al paso del tiempo se aislaron compuestos con esqueleto de ergostano modificado
que no cumplian con las caracteristicas de las withanélidas, pero que por presentar
estructuras obviamente relacionadas a las de éstas, deberfan entrar en este grupo. Asi
surge el término withaesteroide para incluir a todos los compuestos esteroidales de 28

carbonos con esqueleto de ergostano el cual puede o no estar modificado y que ademés

14
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cuentan con una lactona en la cadena lateral. Los withaesteroides se clasifican en ocho
grupos: withandlidas, withaphysalinas, physalinas, nicandrenonas, jaboroles, acnistinas,

ixocarpalactonas, perulactonas y misceldneos (figura 4.)*

withandlidas withaphysalinas physalinas

nicandrenonas jaboroles

Q
&o

RIS

acnistinas ixocarpalactonas perulactonas

Figura 4: Estructura de los diferentes withaesteroides.

15
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Sin embargo, no se ha podido alcanzar un acuerdo para nombrar a estos
compuestos y el término withandlida se sigue empleando. En la clasificacién mas reciente
se mantiene esta denominacién, pero ahora se divide a las withandlidas en dos grupos, el
grupo A que se subdivide en 11 subgrupos y estd conformado por compuestos con una 8-
lactona o &-lactol (Figura 5) y el grupo B con 5 subgrupos los cuales presentan una y-

lactona (Figura 6).2

physalinas

withanolidas

acnistinas withajardinas withametelinas

sativolidas subttifloras-3-lactonas withanolidas tipo norbornano

H
O OH

withandlidas con el anillo D aromatico withanolidas con el anillo A aromatico

Figura 5: Withandélidas del grupo A.
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techrondlidas subtrifloras-g-lactonas

\
C/K 0

ixocarpalactonas perulactonas

Figura 6: Withanolidas del grupo B.

Los withaesteroides son compuestos muy funcionalizados y de esto deriva la gran
diversidad de estructuras que presentan. Ademds de la lactona o lactol de la cadena
lateral, la mayoria de los withaesteroides presentan un sistema 2-en-1-ona en el anillo A.
Un gran ntmero de ellos presenta un grupo 3-OH en C-4 y doble enlace o un grupo B-
epoxi en C-5,C-6. También es frecuente la existencia de un grupo «a-OH en C-5,
acompafiado de un epdxido a en C-7, C-8. Muchos withaesteroides presentan grupos
hidroxilo en C-14, C-17 y /o C-20. La presencia de grupos hidroxilo o cetona en C-12 es

menos frecuente. En la figura 7 se presentan algunos ejemplos.

17



ANTECEDENTES

T

\H\‘OH

anomanolida A HO C tubondlida A nicandrenona

HO,

//,,,O
an
m

i

OH withaphysalina J

OHO ixocarpalactona B jaborosalactona P

Figura 7. Algunos ejemplos de withaesteroides
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Si bien es cierto que las estructuras de los withaesteroides resultan interesantes
desde el punto de vista quimico, también lo son las diversas actividades biolégicas que
presentan. Muchos withaesteroides han mostrado una o varias de las siguientes
actividades: antibacteriana, antiestresante, antiinflamatoria, antitumoral, antiulcerante,

hepatoprotectora, anticonvulsiva, inmunomoduladora y quimiopreventiva.*7.4549

2.10 Triterpenos

Los terpenos son compuestos que se encuentran ampliamente distribuidos en
plantas, microorganismos y animales. Tienen una gran importancia econémica debido a
su uso como aditivos de alimentos y de cosméticos. Debido a que presentan una gran
variedad de funciones biolégicas varios de ellos son empleados como farmacos. Los
terpenos se clasifican en hemiterpenos (C;), monoterpenos (Cio), diterpenos (Cao),
sesterpenos (Cg;s), triterpenos (Cso) y tetraterpenos (Cio), de acuerdo al nimero de
unidades isoprenoides involucradas en su biosintesis. Los isoprenoides corresponden a
unidades de cinco atomos de carbono, las cuales son originadas mediante las rutas de

acetato-mevalonato (AMYV) o DOXF (1-Desoxi-D-Xilulosa-5-Fosfato).50.51,52

Aunque las plantas superiores poseen ambas rutas (AMV y DOXF), éstas no
participan en la biosintesis de los mismos terpenos. Hemiterpenos, diterpenos,
carotenoides y plastoquinonas son biosintetizados en los cloroplastos por la ruta DOXF,
mientras que en el citoplasma se originan sesquiterpenos, politerpenos, esteroles y

triterpenos por laruta AMV.?? Estos Gltimos son de gran importancia tanto en plantas
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como en animales, debido a que partir del triperpeno lineal escualeno se origina en los
mamiferos el lanosterol que es el precursor estructural de todos los esteroides, mientras
que en las plantas en lugar de lanosterol se encuentra el cicloartenol, precursor de los

esteroides vegetales (figura 8).

Escualeno

cicloartenol HO' lanosterol

HO

Figura 8: Estructuras de los precursores de triterpenos en plantas y animales.

Diversos triterpenos naturales, asi como sus derivados presentan actividad
antiinflamatoria,®* citotéxica®?% y como agentes anti-VIH,*” entre otras. Algunos otros
son empleados como agentes emulsificantes en la industria farmacéutica.’® Se ha
observado también que este tipo de compuestos son los responsables de las diferentes
actividades que presenta el Ginseng (Panax ginseng) que es empleado para tratar anemia,
diabetes, gastritis, insomnio y como tranquilizante. Los triterpenos que dan estas
caracterfsticas al Ginseng son los ginsendsidos o pandxidos, uno de los cuales es el

panaxatriol (figura 9).5
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Figura 9: Panaxatriol

2.11 Glicoésidos cardiotdnicos

Los esteroides cardioténicos cuyo precursor es el colesterol, se caracterizan por
presentar una lactona con orientacién 3 en C-17, un grupo hidroxilo en la posicién C-14,
también con orientacién  y un grupo hidroxilo B-axial en C-3. Los glicésidos
cardioténicos presentan uno o mas azucares unidos al hidroxilo en C-3, ademés presentan
una fusién cis de los anillos A/B y de los anillos C/D. En la naturaleza todos los
esteroides cardioténicos son derivados de dos estructuras bésicas. Las cardendlidas (Cas)
que presentan una lactona a, [-insaturada de cinco miembros (y-lactona), como la
digitoxigenina, y las bufadiendlidas (Cq4) que presentan dos dobles enlaces en la lactona

de seis miembros (3-lactona), como la hellebrigenina (figura 10.).98:9
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b)

Figura 10: Estructuras: a) cardenélida: digitoxigenina
b) bufadiendlida: hellebrigenina

Muchas de las plantas que contienen cardenélidas o glicésidos cardendlicos son
empleadas como veneno en las puntas de las flechas y en la medicina tradicional para el
tratamiento de enfermedades del corazén. Se ha observado que la accién terapéutica de los
glicésidos cardendlicos depende de la estructura de la aglicona, de la estereoquimica del
compuesto y del tipo y ntiimero de unidades de aztcar que presente. Las cardendélidas son
muy comunes en las familias Apocynaceae, Liliaceae y Scrophulariaceae. De especies como
Asclepias  curassavica, Asclepias fruticosa, Asclepias incarta, entre otras, se han aislado
glicésidos cardendlicos, también se les ha encontrado en insectos que, como la Danaus

plexippus (Mariposa Monarca), se alimentan de plantas del género Asclepias.>s 60-62
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2.12 Biosintesis de Withaesteroides, Triterpenos y Esteroides Cardendlidos: Rutas
Acetato-Mevalonato y 1-Desoxi-D-Xilulosa-5-Fosfato.

Los principales productos de estas dos rutas son el isoprenoide difosfato de
isopentenilo (DFIP) y su isémero difosfato de dimetilalilo (DFDMA). Durante varias
décadas se crey6 que estas unidades de isopreno sélo eran biosintetizadas a partir de la
ruta de acetato mevalonato, sin embargo, en la década de los 90’s del siglo pasado, se
observé que dichas unidades de isopreno pueden ser sintetizadas por una ruta diferente y
ésta fue denominada via mevalonato-independiente. En la actualidad se le conoce también
como via no-mevalonato, via metileritritol-fosfato o ruta 1-desoxi-D-xilulosa-5-

fosfato.SS,GS,G/i-

La ruta AMV (esquema 1) comienza con tres moléculas de acetil-coenzima A para
formar el intermediario 4cido mevalénico, siendo el producto final de esta via el difosfato
de isopentenilo, el cual mediante la IPP-isomerasa es transformado al isémero difosfato de

dimetilalilo.

A diferencia de la ruta AMV, la ruta DOXF (esquema 1) tiene como sustratos
gliceraldehido-8-fostato y piruvato, que forman al precursor 1-desoxi-D-xilulosa-5-
tostato, el cual mediante subsecuentes reacciones, genera difosfato de isopentenilo y

difosfato de dimetilalilo.?7
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Acetato-mevalonato DOXF
2 Acetil-CoA Piruvato + Gliceraldehido-3-P

Ttamina difosfato (1'PP
CoA 4/1 Acetoacetil-CoA "Tiolasa famina difosfato (IPP)
Tiamina difosfato (1PP)

(0] (0]
/”\)J\ 'S
S-CoA \"/\/\OP 1-Deso-D-Xilulosa-5-P
(DOXF)
Acetil-CoA 0 OH
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W ~OH
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3(8)-Hidroxi-3-metilglutaril-CoA OH OH
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NADPH NH2
lHMG -CoA Reductasa
(0]
o TN /K
HO, OH NO lr_lr 0-CH, 0
HO S-CoA OH OH OH OH
HO OH
CoA ATP. 4-CDP-2-C-Metil-D-eritritol
Ono
HO o ~OP 2-fosfo-4-CDP-2-C-Metil-
acido mevaldico O-CDP D-eritritol
l NADPH OH OH
QHO CMP /1
HO OH OPPO
acid 16ni ‘AMYV) N
4cido meval6nico ( _J2-C-Metil-D-eritritol-2 4-ciclo-difosfato
2 A'TP
Mevalonato Cinasa OH OH
Mevalonato-5-fosfato Cinasa
NADPH
H 0 OPP ’)\/\ Difosfato de 4-hidroxi-3-metil-
X 2-(E)-butenilo
5-difosfato de mevalonilo O-PP )
OH

ATP Mevalonato-5-difosfato
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isomerasa )\/\ )\/\
OPP \ orp OPP

DFIP DFDMA DFIP

Esquema 1: Biosintesis del difosfato de isopentenilo y difostato de dimetilalilo.
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La condensacién de difostato de isopentenilo y difosfato de dimetilalilo da origen a
difosfato de geranilo, el cual por la condensacién con otra unidad de difosfato de
isopentenilo genera difosfato de farnesilo (Ci5). La unién de dos moléculas de difostato de
tarnesilo da origen al escualeno (Cso), que es el precursor del cicloartenol, el cual mediante
diversas reacciones e intermediarios da origen a los triterpenos, withaesteroides y

esteroides cardioténicos (esquema 2).7%65

)\/\OPP

DIP DIpP

)\A ; )\/\)\AOPP N N N oPP
N OPP

difosfato de geranilo

difosfato de farnesilo
DFDMA \

Triterpenos -

= -

cicloartenol escualeno

HO o 3b,14b,21-trihidroxi-5b-pregnan-20-ona
\‘ malonil—CoA>// \<\ oxaloacetil-CoA

Withandlidas Cardendlida Bufadienélida

HO 24-metiléncolesterol

Esquema 2: Biosintesis de withandlidas, cardendlidas y triterpenos.
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3. OBJETIVOS

General

Particulares

>

OBJETIVOS

Contribuir al conocimiento de la composicion quianie
los génerosPhysalis y Asclepias mediante el estudio
quimico de Physalis virginiana Miller y Asclepias

otarioides Fourn.

Aislar los metabolitos secundarios presentes eaXtractos

de ambas plantas.

Determinar la estructura de los metabolitos seaimgla

aislados.

Determinar si los metabolitos aislados dehysalis

virginiana Miller presentan actividad antiinflamatoria.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Physalis virginiana Miller

4.1.1 Elucidacion estructural de los compuestos aislados

Del extracto de partes aéreas de P. virginiana se aislaron los whitaesteroides 1-3
con rendimientos respecto al peso de la planta seca de 0.0028 %, 0.0943 % y 0.0035 %,
respectivamente. A estos compuestos se les asignaron los nombres triviales de virginoles

A(1),B(2)yC(8).

El primero de estos compuestos, virginol A (1), presenta en su espectro de IR
(espectro 1), bandas para grupos hidroxilo (3402, 3367 cm!) y cetona «, 3-no saturada
(1668 cm™'). Se le asigné la férmula molecular CesH40Os debido a que en su espectro de
masas presenté iones pseudomoleculares de m/z 511 [M+K]* y m/z 495 [M+Na]",
mientras que en su espectro de masas de alta resoluciéon (HRFAB*) mostré un ién de m/z
495.2723 (calculado para CosHioOsNa, 495.2723). En su espectro de RMN '3C (espectro 2)
presenta sefales para 28 carbonos, cinco de las cuales corresponden a metilos, seis a
metilenos, once a metinos y seis a carbonos no protonados, entre estos ultimos se
encuentra el carbono de un carbonilo de cetona conjugada (8 202.3, C-1). En el espectro
de RMN 'H (espectro 3) se observan dos sefiales (8 6.20, d, J=10 Hz; 6 6.92, dd, J=10, 6
Hz) que por su desplazamiento se atribuyen a los protones vinilicos o« (H-2) y 8 (H-3) de
la cetona «, B-no saturada. Se observa también una sefial en  8.76 (dd, J=6, 2.5 Hz) cuyo
desplazamiento indica que es geminal a un grupo hidroxilo cuyo protén genera la sefial en
8 2.46 (d, J=2.5 Hz). El hidroxilo se situ6 en C-4 debido a que en el espectro COSY

(espectro 4) se observan las correlaciones de H-4 con H-3yde H-3 con H-2. En el
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espectro HMBC (espectro 5) se observan las correlaciones de C-1 con H-3, con el
protén de un metino (8 1.00, H-9) y con los protones de un metilo (8 1.40, CHs-19). Estos
tltimos a su vez correlacionan con C-9 (8 44.2), C-10 (8 47.7) y con un carbén no
protonado y base de epdéxido (5 63.9) que se asign6 a C-5. El otro carbono base de epéxido
corresponde a un metino y se atribuyé a C-6 porque el hidrégeno unido a él (H-6) es un
singulete ancho en 8 8.23 que muestra correlaciones con C-4, C-7 (8 31.2) y C-8 (3 29.8),
en el espectro HMBC. Con lo anterior se establece que el compuesto 1 contiene un

fragmento como el que se ilustra en la figura 11.

Figura 11: Correlaciones HMBC del compuesto 1.

La orientacién del epéxido en C5 y C6 quedé establecida como 8, al igual que la
orientacién del hidroxilo en C4, ya que en el espectro Noesy (espectro 6) se observa una
tuerte interaccion entre las sefiales de H-4 y H-6. Se ha descrito que cuando la orientacién
del epéxido es {3 la sefial H-6 se localiza a campo mas bajo (8 ~3.16) que cuando el
ep6xido tiene una orientacién a (8 ~3.04).°! En el caso del compuesto 1, H-6 aparece en

3 8.23, lo que es congruente con una orientacién §3 del epéxido.
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El compuesto 1 posee un epoxi-lactol cuya presencia se deduce de las sefiales en 8
8.70 y en 3 4.99 que se asignaron, respectivamente, al protén base de lactol H-22 y al
protén hemiacetalico H-26. Esta tltima sefial es un doblete (J=10.5 Hz) por interacciéon
con el protén de un grupo hidroxilo cuya sefal aparece en & 3.51 (d, J=10.5 Hz, C26-OH).
La sefial de C-26 aparece en 8 91.8. En el espectro COSY H-22 correlaciona con una sefal
en 3 1.66 que se asigné a los protones de C-23. En el espectro de RMN '*C se observan
sefiales para dos carbonos base de epéxido (5 65.2, C-24 y 5 63.9, C-25), y dos carbonos de
metilo (5 16.6, C-27 y & 19.0, C-28); para el carbono base de lactol (8 64.9, C-22) y para el
carbono del metileno (5-29.4, C-23). Estas asignaciones tuvieron como base las
correlaciones C-H a dos y tres enlaces de H-26 con C-22, C-24 y C-25; del protén del
hidroxilo en C-26 con C-25 y C-26; de C-23 con Hs-28 y de C-26 con Hs-27. Estas

correlaciones se ilustran en la figura 12.

Figura 12: Correlaciones HMBC del compuesto 1.

Por otro lado, en los espectros de RMN 'H y '*C se observan sefiales para dos
grupos metilo adicionales. Estas sefales fueron asignadas a los metilos 18 (8n 0.67 s, 8¢
11.7) y 21 (61 0.88 d, 8¢ 12.7). En el espectro HMBC, los protones de C-18 correlacionan
con el carbono de un metileno cuya sefial aparece en 8 39.5 y se asigné a C-12. Los
protones del metilo 18 también mostraron correlaciones con los carbonos de dos metinos

en & 56.1 (C-14)yd 52.6 (C-17) y con un carbono no protonado en & 42.5 (C-13). A su
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vez, los protones del metilo 21 (Hs-21) correlacionan con C-17, C-20 (8 39.0) y C-22. Las

anteriores correlaciones se muestran en la figura 13.

Figura 13: Correlaciones HMBC del compuesto 1.

Las interacciones en el espectro NOESY, de los protones de los metilos 18 y 21
nos permiten establecer una orientacién $ para la cadena lateral en C-17, mientras que la
configuracién de C-22 quedé establecida como R debido a las constantes de acoplamiento
de H-22 (J=10, 4 Hz) que indican una interaccién axial-axial y una interaccién axial-

ecuatorial con los protones de C-23.56

Finalmente, en el espectro NOESY se observa que los metilos 27 y 28
interaccionan con H-26, mientras que H-22 correlaciona con el protén del alcohol en C-
26, pero no con el Me-28, por lo que se propone una orientacién 83, tanto para los metilos
27 y 28 como para H-26, y por lo tanto una orientacién « para el hidroxilo C-26-OH y
para el epéxido localizado en C-24 y C-25. De lo expuesto se establece que la estructura

de virginol A es la que se muestra en 1.
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Virginol A

El compuesto 2 (virginol B) presenta en su espectro de IR (espectro 7) bandas para
hidroxilo (8549 cm'), éster (1726 cm™!) y cetona «, 3-no saturada (1679 cm"). Su espectro
de masas (EM-ES) presenté iones pseudomoleculares de m/z 569 [M+K]* y 553
[M+Na]*, que corresponden a un peso molecular de 530 uma, del que se deduce la
térmula molecular CsoH40Os. Su espectro de RMN 13C (espectro 8) presenté 30 sefales
con lo cual se corrobora la férmula molecular propuesta. Las sefiales de 'H y '*C para los
atomos en las posiciones 1-12 de los compuestos 1 y 2 son muy semejantes (tablas 1 y 2),
lo mismo sucede con los de la cadena lateral en C-17 (dtomos 21-28). Esto indica la misma
tuncionalizacién de ambos compuestos en los anillos A, B y C y en la cadena lateral, por lo
que las diferencias entre ellos deben radicar en el anillo D. El espectro de RMN 13C del
compuesto 2 muestra, con respecto al compuesto 1, dos sefiales mas para carbono en 8
170.7 y & 21.2. Estas sefales corresponden a los carbonos de un carbonilo (C-1") y un
metilo (C-2") de un grupo acetato. La sefial para los protones del metilo (Hs-2") aparece en
8 2.06 como un singulete. En el espectro de RMN 'H (espectro 9) se observa un triplete

ancho (8 4.99, J=7 Hz). Esta sefial se atribuye al protén base de éster H-16, debido
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a que en el espectro HMBC (espectro 10) correlaciona con los carbonos C-1’, C-14 (3
53.7) 'y C-20 (8 87.6), mientras que C-16 correlaciona con H-15 (8 1.49) y H-17 (5 1.33).

Con lo anterior se propone que en el compuesto 2 existe un grupo acetoxi en C-16.

La similitud de los datos espectroscépicos de 1 y 2 sugiere que poseen la misma
configuracién en los centros estereogénicos que les son comunes. En cuanto a la
configuracién de C-16 en 2, se propone como R tomando en consideracién el valor de la
constante de acoplamiento Ji6.17 que es de 7 Hz, lo que indica una relacién transy por lo
tanto una orientacién a del grupo acetato. El espectro NOESY (espectro 11) muestra
interacciones de H-16 con Hs-18 y H-20, que apoyan lo anterior, sin embargo, la
sobreposicién parcial de las sefiales H-16 y H-26 y de H-12 (5 1.94), H-20 (3 1.87) y H-23
(6 1.88), hace que esta apreciacién sea ambigua. Por esta razén se decidié6 someter al
compuesto 2 a un analisis de difraccién de rayos-X (figura 14), cuyos resultados
confirmaron una configuraciéon R para C-16, esto es una orientacién a para el grupo
acetoxi. También se confirma la configuracién asignada a los otros centros estereogénicos
de la molécula. Con lo anterior, la estructura de virginol B quedé establecida como se

muestra en 2.

Figura 14: Difracciéon de Rayos X del compuesto 2.
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OH Virginol B

Los espectros de masas (EM-ES y HRFABMS) del compuesto 8 (virginol C),
presentan un i6n pseudomolecular m/z 537 [M+Na’], mientras que su espectro de RMN
13C (espectro 13) presenta sefales para 30 carbonos, con lo cual quedé establecida su
térmula molecular como CsoH42O7. En su espectro de IR (espectro 12) presenta sefales
para hidroxilo (8506 cm™), asf como para éster (1722 cm™) y cetona «, 8- no saturada

(1669 cm).

En el espectro de RMN 'H (espectro 14) se observan dos sefiales en 8 6.02 (dd,
J=10, 2.5 Hz) y & 6.85 (ddd, J=10, 6.5, 2.5 Hz) asignadas a los protones o (H-2) y 8 (H-3)
de una cetona «, 3-no saturada. En el espectro COSY (espectro 15) la sefial de H-3 ademas
de correlacionar con la sefial de H-2, correlaciona con las sefiales en & 2.98 (dt, J=19, 2.5
Hz) y 8 1.90 (dd, J=19, 6.5 Hz), las cuales se atribuyen a los protones del metileno alilico
CHq-4. En el espectro de RMN !*C se observa la sefial de C-4 en 8 33.0 y una sefal en &

203.5 (C-1) que confirma la existencia de la cetona conjugada. Esta dltima sefial
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correlaciona con el protén H-3 y con los protones de un metilo & 1.24 (Hs-19), en el

espectro HMBC (espectro 16).

De lo anterior se deduce que a diferencia de los compuestos 1 y 2, el compuesto
3 no posee un grupo hidroxilo en C-4, sin embargo, si posee un grupo 53, 63-epoxi. Esto
se deduce a partir de que en el espectro HMBC se observan correlaciones de los protones
del metilo 19 con un carbono no protonado (3 62.0), asignado a C-5, y con el carbono de
un metino (8 63.2), atribuido a C-6. El desplazamiento de C-5 y C-6 corresponde a
carbonos base de epdxido. La presencia del epéxido se corrobora con el desplazamiento de
la sefial de H-6 (8 3.12, d, J=3 Hz) que es caracteristico de un protén base de dicho grupo
tuncional. Las sefales en 8¢ 170.7 (C-1"), 8¢ 21.2 (C-2") y 6u 2.06 (s, Hs-2") indican la
presencia de un acetato en la molécula. Las correlaciones observadas en el espectro
HMBC de C-1’ con la sefial de un protén en & 4.99 (H-16), que a su vez correlaciona con
C-14 (8 53.5), C-15 (3 84.4), C-17 (3 58.2) y C-20 (8 37.7) permiten establecer que el

acetato se encuentra unido a C-16.

En el compuesto 3, al igual que en 2, H-16 es un triplete con J=7 Hz, lo que
establece la misma orientacién del grupo acetato en ambos compuestos. De hecho las
sefiales para los carbonos e hidrégenos de las posiciones 12-28 (excepto 19) son
practicamente iguales en estos compuestos, lo que indica que presentan la misma
estructura y estereoquimica en esa parte de la molécula, por lo que la estructura de

virginol C qued¢ establecida como se muestra en 3.
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Tabla 1: Datos espectroscépicos de RMN *C de los compuestos 1-3.

| Carbono | 1? | 2° | 3

| 1+ | C 2023 | 2022 | 208.5
| 2 | CH . 1824 | 1822 | 1293
! 3 | CH L1417 | 1420 | 1444
| 4 | CHoCH. 704 | 698 | 830
| 5 | C 639 | 638 | 620
!l 6 | CH . 627 | 625 | 632
' 7 | CH | 812 | 811 | 3811
| 8 | CH 298 | 292 | 293
l' 9| CH | 442 | 440 | 446
| 10 | C 477 | 476 | 484
11 | CH. | 222 | 219 | 233
l12 | CH. | 895 | 3894 | 3897
| 18 | C 425 | 4382 | 483
| 14 | CH . 561 . 587 . 535
15| CH | 243 | 844 | 344
| 16 | CHoCH. | 272 | 788 | 1789
| 17 | CH . 526 | 581 | 582
18| CH | 117 | 180 | 180
l19 | CH | 174 | 175 | 150
| 20 | CH 890 | 816 | 3817
le1 | CH | 127 | 127 | 128
| 22 | CH . 650 | 650 | 650
l 23 | CH | 294 | 206 | 296
| 24 | C . 652 | 650 | 650
| 25 | C . 639 | 638 | 638
| 26 | CH 918 | 918 | 918
le7 | CH | 166 | 165 | 165
l e8| CH. | 190 | 189 | 189
| v | C P— . 1707 | 170.7
l e | CcH | — o212 | 212

aDeterminado en CDCls a 125 MHz.
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Tabla 2: Datos espectroscopicos de RMN 'H de los compuestos 1-3.

| H | 1° | 2 | g
o2 6.20 d (10) | 6.20 d (10) | 6.02 dd (10, 2.5)
| 8 | 692dd(10,6) | 6.94dd(10,5.5) | 6.85 ddd (10,6, 2.5)
| 4 | 876dd(625) | 3.78 d (5.5) | 298 dL(19,2.5)
| «+ |  — | — | 1.90 dd(19, 6)
I 6 | 3.23 brs | 3.24 brs | 3.12 d (3)
| 7 | 215ddd(14.5,4,2.5) | 208 ddd(15,4,2.5) | 2.00 dt(14.5, 3.5)
| 7 | 1.27ddd(14.5,12.5, 1) | 1.30 m | 1.31 m
- 1.50 m | 1.52 m 155 dtd (11, 11, 4)
I 9 | 1.00 td (12, 4) | 1.07T4d(11.5,4) | 1.19 td (12, 4)
| 11 | 1.81ddd(14.5,84) | 1.84 m | 2.07 m
o | 1.45 m | 1.44 m | 1.45 m
|12 | 193d1(18,85) | 1.94dt(12.5,85) | 1.94di(12,5.5)
127 | 111 m | 1.23 m | 1.28 m
14 | 0.92 m | 1.24 m | 1.25 m
|15 1.57 m | 1.76 td (14, 9) 175 di(14, 9)
| 157 112 m | 1.49 m | 1.48 m
| 16 | 1.70 m | 4.99 brt (7) | 4.99 £ (7)
|16 1.38 m | — e
R 1.05 m | 1.88 dd (11, 7) | 1.35 m
| 18| 0.67 | 0.72 s \ 0.7 s
I 19 | 1.40 s | 1.40 s | 1.24 s
| 2 | 178 m | 1.87 m | 1.87 m
| 21 | 0.88 d (6.5) | 0.90 d (7) | 0.91 d(7)
| 22 | 3.70 td (10, 4) | 8.52 ddd (11.5,8.5,2.5) | 8.562 dt(11.5, 3)
| 23 | 1.66 m | 1.88 m | 1.89 m
| 23 | 1.66 m | 1.61dd(14,11.5) | 1.61dd (14, 11.5)
| 26 | 4.99 d(10.5) | 4.97 s | 4.97 sa
| 27 | 1.42 s | 1.40 s | 1.40 s
| 28 | 1.40 s | 1.39 5 | 1.39 s
|l « | — | 2.06 s | 2.06 s
| 4-OH | 2.46 d (2.5) | 2.58 br I
I 26-OH | 8.51 d(10.5) | No observada | No observada

aDeterminado en CDCls a 500 MHz.
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4.1.2 Actividad Antiinflamaroria de los compuestos 1-3 en el modelo de edema
inducido con TPA.

La capacidad de los virginoles A, B y C (1-3) para inhibir el edema inducido con TPA en

oreja de ratén, se presenta en el cuadro 1. Como se puede observar, en todos los casos el

porcentaje de inhibicién fue mayor al 50 %.

Cuadro 1: Efecto antiinflamatorio de los virginoles A-C. % de inhibicion del edema
en oreja de ratoén inducido con TPA.

Compuesto Dosis Edema Inhibicién
(vmol/oreja) (mg) (%)
Control | = ——- 1418 £ 1.17 | ——m
Virginol A | 1 1 4.76 + 1.64 ** 59.93
Virginol B | 2 1 6.28 = 1.87 * 55.60
Virginol C | 3 1 5.70 £ 1.50 ** 62.15

Los datos representan el promedio de tres animales * el error estindar de la media (x+ EEM). Los
resultados se analizaron mediante una prueba ¢ de Student y los valores p < 0.05 (*) y p < 0.01 (**) se
consideran como diferencia significativa con respecto al control.

A pesar de que por las cantidades obtenidas sélo se pudo determinar la ICso del
compuesto 2 (cuadro 2), los valores obtenidos muestran que éste resulté tener la misma
actividad que la indometacina, un firmaco indicado para el tratamiento de la

inflamacién,’” que en este caso se emple6 como referencia.

Como el porcentaje de inhibicién de los tres virginoles es muy parecido se cree que

la IC50 de los compuestos 1 y 3, debe ser similar a la que presenta el compuesto 2.
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Cuadro 2: Efecto antiinflamatorio. Determinacion de la IC..en edema en oreja de
ratén inducido con TPA.

Compuesto Dosis Edema Inhibicién ICso
(wmol/oreja) (mg) (%) (vmol/oreja)
0.18 9.56 £ 1.00%* 37.57
2 0.32 6.70 £ 1.30%* 56.25 0.27
0.56 4.88 £ 0.64%** 68.17 r=0.99
Indometacina 0.1 11.88 + 0.70%* 21.11
0.31 6.82 £ 1.27% 54.53 0.27
1 1.99 + 0.68* 88.73 r=0.999

Los datos representan el promedio de cinco a siete animales * el error estandar de la media (x+ EEM). Los
resultados se analizaron mediante una ANOVA seguida de una prueba de Dunnett. Los valores p < 0.05 (*)
y p < 0.01 (¥*) se consideran como diferencia significativa con respecto al control.
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4.2 Asclepias otarioides Fourn.

4.2.1 Elucidacién estructural de los compuestos aislados

Como resultado del estudio quimico de la fraccién de AcOEt de partes aéreas de
Asclepias otarioides Fourn. se aislaron B-sitosterol (4), glucésido de B-sitosterol (5) y 4

triterpenos (6-9), cuya elucidacién estructural se describe a continuacién.

El compuesto 4, se identificé como B-sitosterol mediante el andlisis de sus datos
fisicos y por comparacién, mediante ccf, con una muestra auténtica. E1 glucésido de B-
sitosterol (5) se identificé por andlisis de sus datos fisicos y espectroscépicos, asi como por

comparacién con una muestra auténtica.

4 H
S B-D-glucosa

El compuesto 6 mostré en su espectro de IR una banda ancha en 8325 cm! que
corresponde al grupo hidroxilo de un acido carboxilico, la absorcién en 1734 cm! se
atribuye al grupo carbonilo (C=0) de un acido carboxilico, mientras que la absorcién en

1701 cm! fue asignada a una cetona saturada.
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En su espectro de RMN *C (espectro 17) presenta 30 sefiales que corresponden a
siete metilos, diez metilenos, cinco metinos y ocho carbonos no protonados. Su espectro
de masas (IE) presenta un i6n molecular m/z 454, consistente con una férmula molecular
Cs0H460s3, que indica un indice de insaturaciéon de ocho. De lo anterior se deduce que se
trata de un triterpeno pentaciclico con tres insaturaciones adicionales, dos de las cuales
corresponden a los carbonilos de una cetona y de un acido carboxilico y la tercera a un
doble enlace trisustituido, ya que en el espectro de 'H se observa un triplete en 8 5.30
(J=8.5 Hz) para un protén vinilico y en el espectro de '*C RMN dos sefiales para
carbonos vinilicos en 8 122.4 (CH) y 143.6 (C). Las 7 sefiales para grupos metilo en el
espectro de RMN 'H (espectro 18) son singuletes, lo que permite suponer que el

compuesto 6 presenta un esqueleto de oleanano, con el octavo metilo oxidado a 4cido.

La posicién de la cetona saturada en el carbono 38 de la molécula se dedujo de las
correlaciones que presenta en el espectro HMBC el carbono de la cetona (8 217.6) con dos
multipletes en 8 1.88 (H-1) y 6 1.41(H-1"), asi como con 2 sefiales ddd (5 2.54, J= 16, 11, 7
Hz y & 2.36, J= 16, 7, 3.5 Hz), que por su desplazamiento corresponden a protones alfa a
un grupo carbonilo, por lo que se asignaron a H-2 y H-2". Ademés C-3 correlaciona con
los protones de dos grupos metilo cuyas sefiales aparecen 6 1.08 y 5 1.03. Dichas sefales
fueron asignadas a los protones de los metilos 23 y 24, respectivamente. Estos a su vez
mostraron correlaciones con un carbono cuaternario cuya sefial aparece en 8 47.4 (C-4) y
con el carbono de un metino en 8 55.3 (C-5). La propuesta de que la cetona estd en C-3 se
confirmé por las correlaciones del carbono del CHs-25 con H-1', H-5 (8 1.33) y H-9 (8
1.65). Por otra parte en el espectro de RMN 'H se observa una sefial dd en & 2.84 (J= 14,
4 Hz) que se asign6 a H-18 y fue clave para determinar la posicién del acido carboxilico y

del doble enlace en la molécula, ya que en el espectro HMBC presenta correlaciones con
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las sefales de dos carbonos vinilicos (8 122.4, C-12 y 8 143.6 C-13), también con las de los
carbonos de dos metilenos (8 28.0, C-16 y 6 45.8, C-19), asf como con las de dos carbonos
no protonados (5 41.8, C-14-y & 46.6, C-17) y con el carbono del carbonilo del acido (3

183.4, C-28).

Algunas correlaciones observadas en el espectro HMBC para el
compuesto 6

De esta forma la estructura del compuesto 6 quedé establecida como la del 4cido
oleanénico, compuesto que ya ha sido descrito en la literatura.’>6% Para confirmar la
identidad de 6 y 4dcido oleanénico se compararon sus constantes fisicas y espectroscépicas
con las de la literatura. Como se puede apreciar en la tabla 7, sus sefiales de RMN '3C son
practicamente iguales y lo mismo sucede con las de RMN 'H (no mostradas) lo cual indica
que son idénticos. Sin embargo la rotacién especifica de 6 ([¢]* + 93.563 (CHCls, ¢ 0.23)) no
concordaba con la reportada ([g*+ 101 (CHCls, ¢ 1.63)),°> por lo que para disipar
cualquier duda se decidi6 correlacionar quimicamente a 6 con 4cido oleandlico (7). Para
ello 7 se oxid6 con reactivo de Jones, con lo que se obtuvo el acido oleanénico idéntico en

todos los aspectos (ccf, pf, [¢]*, RMN) a 6.
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a

S g

Acido oleanénico
(Acido olean-12-en-3-0x0-28-0ico)

El espectro de masas (EM-IE) del compuesto 7 presenta un i6n molecular m/z
456, consistente con una formula molecular CsoH4sOs, que indica un indice de
insaturacién de siete, con lo que se deduce que se trata de un triterpeno pentaciclico con 2
insaturaciones adicionales. Una de las insaturaciones corresponde al carbonilo de un 4cido
carboxilico y la segunda a un doble enlace trisustituido, ya que en el espectro de 'H RMN
(espectro 20) se observa un triplete en & 5.49 (J=3.6 Hz) que se asigné a un protén
vinilico y en el espectro de '*C RMN (espectro 19) se observan dos sefiales para carbonos
vinflicos en 6 122.6 (CH) y 144.9 (C). Lo anterior y el andlisis de los espectros de RMN
mono y bidimensionales del compuesto 7 muestran que éste presenta un esqueleto de

oleanano y una estructura muy semejante a la del compuesto 6.

La diferencia entre 6 y 7 radica en que el compuesto 7 no presento la sefial para el
carbono de la cetona saturada, pero sf una sefial para metino base de oxigeno en 5 78.1 (C-
3). De esta forma el compuesto 7 se identificé como acido oleandlico, un triterpeno ya
conocido. La comparacién de los datos fisicos y espectroscépicos de 7 con los ya

reportados para acido olenélico,?>% confirman lo anterior.
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23 24 Acido oleanélico
(Acido 3B-hidroxiolean-12-en-28-oico)

El espectro de masas del compuesto 8, presenta un i6n molecular m/z 472
consistente con la férmula molecular CsoH4s04. En su espectro de RMN 13C (espectro 21)
presenta sefales para 30 carbonos. La presencia de dos bandas en su espectro de IR, una
en 1705 cm™! y otra ancha (2500-3500 cm™) con maximos en 2721 y 2664 cm™!, asi como
de dos sefiales en 8 183.3 y 8 179.2 en el espectro de RMN '*C indican la existencia de dos
carboxilos de 4cido en la molécula. La sefial en & 183.3 fue asignada a C-28 por las
correlaciones que presenta en el espectro HMBC, con las sefales en 8 1.97 (H-16), 8 2.83
(H-18) y 6 1.77(H-22). La sefial en 8 179.2 fue asignada a C-3, debido a que en el espectro
HMBC presenta correlaciones con la sefial en § 2.21, atribuida a los protones H-2 y H-2’,
misma que en el espectro COSY correlaciona con un multiplete en 8 1.66 asignado a H-1
y H-1". En el espectro HMBC la sefial en 8 1.66 correlaciona con C-2 (3 28.2), C-3, C-5 (8
47.5), C-9 (8 38.9) y C-10 (8 39.9). Lo anterior indica que el anillo A sufri6 una ruptura
entre los carbonos 3 y 4. Esto se confirma por la presencia de un grupo isopropilo que
origina las sefiales en & 1.85 (m, 1H, H-4), 5 0.92 (d, J=6.5 Hz, 3H, H-23) y & 0.80 (4,

J=6.5 Hz, 3H, H-24) en el espectro de RMN 'H.
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La presencia de un doble enlace entre los carbonos 12 y 13 se dedujo de las senales
en ou 5.29 (4, J=8.56 Hz, H-12), 6¢ 122.7 (CH-12) y &¢ 143.3 (C-13), observadas en los

espectros de RMN 'H (espectro 22) y *C.

De esta forma la estructura del compuesto 8 fue establecida como la del 4cido 3,4~
seco-olean-12-en-3,28-dioico, compuesto ya descrito en la literatura. La gran similitud
observada al comparar los datos de RMN de 8 con los reportados (tabla 4), confirmé su

1dentidad.

mp
“
> Q

©°
-1

Acido 3,4-seco-olean-12-en-3,28-dioico

El compuesto 9 presenté treinta sefiales en su espectro de RMN 13C y en su
espectro de masas el ién molecular m/z 456, por lo que se le asigné la férmula molecular
C30H4s0s. Su espectro de IR muestra sefales para acido carboxilico (8456, 1692 cm™ ) y
doble enlace (1642, 885 cm™). En su espectro de RMN 'H (espectro 23) se observan las
sefiales de un metilo vinilico (3 1.79) y un doble enlace terminal (8 4.96, d, J=2.5 Hz; &
4.78, dd, J=2.5, 1.5 Hz). Estas sefiales indican la existencia de un grupo isopropileno en la
molécula. Lo anterior, sumado a la presencia de sefiales para cinco metilos terciarios y
para un protén geminal a un grupo hidroxilo (3 8.47, dd, J=9, 7 Hz) en el espectro de

RMN 'H, asi como de una sefal para el carbono de un grupo carboxilo (3 179.2) en el
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espectro de RMN '3C (espectro 24), llevaron a suponer que la estructura del compuesto 9,
correspondia a la del 4cido betulinico. Lo anterior se confirmé por la similitud observada
al comparar los datos fisicos y espectroscépicos de 9 con los publicados para el acido

betulinico.56:71

24 Acido betulinico

Asf, de la fraccién de AcOEt del extracto de Asclepias otarioides se lograron aislar
sels compuestos, cuatro de los cuales son triterpenos. En la tabla 3 se muestran las

cantidades aisladas de cada uno de estos compuestos.

Tabla 3: Rendimiento de los compuestos 4-9 aislados de Asclepias otarioides.

Compuesto Rendimiento
4 g-Sitosterol 0.2986 g
5 Glucésido B-sitosterol 0.0532 g
6 Acido oleanénico 3.8757 ¢
7 Acido oleanélico 0.5688 g
8 Acido 8,4-seco-olean-12- 0.0210 g
eno-3,28-dioico
9 Acido betulinico 0.0412 g
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Tabla 4: Datos espectroscépicos de RMN *C de los compuestos 6-9 (125 MHz).

| 15C e 6 e(lits | 7c | 8 | 8 | g(liye | o
1| CH | 391 | 402 | 4024 | 89.0 | 827 | 839 | 3844 | 39.7
2 | CH | 341 | 850 | 8508 | 281 | 282 | 29.4 | 299 | 287
| 8 | CoCH |217.6 | 2205 |22046 | 78.1 |179.2 | 176.6 | 177.1 | 78.5
| 4 | CoCH | 474 | 486 | 4851 | 39.4 | 254 | 254 | 259 | 39.9
|5 | CH | 553 | 565 | 5655 | 659 | 475 | 479 | 484 | 56.3
le6 | CH | 196 | 207 | 2074 | 188 | 181 | 185 | 190 | 19.2
|7 CH. | 322 | 335 | 3348 | 3383 | 31.7 | 822 | 327 | 852
| 8 | ¢ | 89.3 | 405 | 40.58 | 39.8 | 89.2 | 89.6 | 400 | 418
l9 | CH | 469 | 482 | 4819 | 482 | 389 | 384 | 3889 | 515
lio| ¢ | 86,8 | 379 | 8793 | 374 | 399 | 402 | 406 | 37.9
l11 | CH. | 235 | 246 | 2460 | 239 | 287 | 241 | 246 | 216
|12 | CHoCH: | 122.4 | 12385 | 12349 | 122.6 | 122.7 | 122.7 | 1282 | 26.5
118 | CoCH | 1486 1453 | 14525 | 1449 | 148.4 | 1447 | 1451 | 39.0
|14 | ¢ | 41.8 | 48.0 | 43.04 | 422 | 422 | 427 | 482 | 43.2
15| CH. | 277 | 288 | 2886 | 284 | 27.7 | 283 | 288 | 30.7
116 | CH. | 230 | 241 | 2408 | 287 | 229 | 288 | 243 | 33.3
117 | C | 46.6 | 477 | 47.67 | 467 | 466 | 467 | 47.2 | 57.0
118 | CH | 411 | 428 | 4282 | 421 | 414 | 421 | 426 | 502
|19 | CHoCH: | 458 | 47.2 | 47.21 | 465 | 458 | 464 | 469 | 482
| 20 | C | 807 | 81.6 | 8162 | 3810 | 80.7 | 810 | 815 | 1517
21| CH. | 338 | 849 | 849 | 343 | 338 | 342 | 348 | 31.6
l22 | CH. | 324 | 338 | 83.80 | 33.2 | 324 | 332 | 3387 | 38.0
les | CH. | 265 | 270 | 2702 | 288 | 248 | 249 | 254 | 290
l24 | CH. | 214 | 219 | 2190 | 166 | 188 | 191 | 196 | 16.7
les | CH. | 150 | 155 | 1552 | 156 | 192 | 195 | 200 | 16.8
le6 | CH. | 170 | 176 | 1760 | 175 | 17.1 | 1756 | 180 | 168
l27 | CH. | 258 | 263 | 2629 | 262 | 257 | 259 | 264 | 153
| 28 | ¢ | 188.4 | 181.9 | 181.77 | 180.2 | 188.3 | 180.2 | 180.6 | 179.2
|29 | CH.oCH:. | 330 | 336 | 3356 | 333 | 330 | 833 | 338 | 1103
180 | CH. | 233 | 239 | 2396 | 288 | 286 | 288 | 242 | 19.9

aDeterminado en CDCls; ®» Determinado en CDsOD; Determinado en C;DsN a 75 MHz, ¢ Determinado en
C;D;N; (%) Noétese que entre los datos de 8 y los de la referencia 53 hay una diferencia constante de ~0.5 ppm.
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Tabla 5: Datos espectroscépicos de RMN 'H de los compuestos 6, 8 y 9.

| 'H | 6° | 8 | 9b
[ 1] 1.88 m | 1.66 m | 0.98 m
| U 1.39-143m | 1.66 m | 1.67 dL(18, 3.5)
| 2 | 254ddd(16,11,7) | 2.21 m | 1.87 td(11, 8.5)
| 2 | 2.36 ddd (16,8.5,7) | 2.21 m | 1.871d(11,3.5)
s | —— [ — | 8.47 dd (8.7, 7.5)
[+« | — | 1.85 m [ —
| 5 | 1.3 m | 098d(9.5) | 0841(5.7)
| 6 | 1.48 d (6) | 1.87 m | 1.57 m
16 | 1.48 d (6) | 1.30 m | 1.40 m
[ 7 | 1.48 d (6) | 1.35 m | 1.45 m
| 7 | 1.85 m | 1.29 m | 1.39 m
19 | 1.65 m | 1.75 | 1.38 m
1| 1.95 m | 1.93 dd (11.5, 3.5) | 1.44 m
1| 0.95 m | 1.80 m | 1.22 m
2 | 5.30 (3.5) | 5.29 t(3.5) | 1.22 m
T — | — | 1.96 m
13 [ — T | 2.75 td (12.5, 8.5)
|15 | 1.22 £(3.5) | 1681(6.5) | 1.27dt(13.5,3)
115 | 1.09 £(8.5) | 1.09 m . 1.91d(3)
| 16 | 2.01 £(8.7) | 1.97 ddd (7,3.5) | 1.56 m
116 | 1.62 m | 1.61 | 2.64 dt (12.5, 3.5)
| 18 | 248dd(14,4) | 2.83dd(13.7,4.5) | 1.781(11.5)
| 19 | 1.63 m | 1.66 | 8.55 1d (10.5, 5.5)
119 | 117dd(45,2) | 118t(25) | ———
| 21 | 1.35 m | 1.81t(45) | 1.54 m
| or | 1.24 ¢ (2) | 1.23 | 2.26 m
| 22 | 176 ddd(14,4.5) | 1.77d(45) | 1.59 m
| 22 | 1.57 1(3.5) . 1.56£(35) | 2.27 m
| 23 | 1.08 s | 092d(6.5) | 1.24
| 24 | 1.03 s | 080d(6.5) | 1.02 s
| 25 | 1.05 s | 0.89 s \ 0.84 s
| 26 | 0.81s | 0.78 s | 1.07 s
| 27 | 1.15 s | 1.82 s | 1.08 s
| 29 | 0.91 s | 0.91 s | 4.96 d(2.5)
leo | —— e | 4.78 dd (2.5, 1.5)
| 30 | 0.98 s | 0.98 s | 1.81 s
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La fraccion de BuOH (8.1 g) del extracto de partes aéreas de A. otarioides se
someti6 a CC. Las fracciones eluidas con CHCls/MeOH 9:1 contenfan una mezcla
compleja que no se logré separar por lo que se acetil6 y se sometié a CC después de lo

cual se aisl6 el compuesto 10 con un rendimiento de 71.5 mg.

En su espectro de masas (FAB™), el compuesto 10 presenta el ién pseudomolecular
de m/z 763, congruente con la férmula molecular CsgHs4O15. Se observa ademis el
fragmento de m/z 473 [CesHs707]+ que proviene de la pérdida del tragmento C;oH 1505
correspondiente a un monosacarido. En el espectro de RMN !'H (espectro 26) este azicar
presenta una sefial doble en & 4.84 para el protén anémerico (H-1"), tres sefales para
protones geminales a grupo acetato (6 4.97, H-2’, § 5.60, H-8', 5 4.66, H-4"), un doblete de
cuarteto para un protén base de éter (H-5") en & 8.54 y una sefial doble asignada a un
grupo metilo en & 1.21. Las constantes de acoplamiento (Ji.=8 Hz, Jss=Js4=3 Hz, Ji
5=10 Hz) permitieron identificar a este aztcar como alometilosa. La posicién de este
grupo fue establecida en el carbono 38 de la aglicona por las correlaciones del C-3 (3 77.6)

con el protén anémerico H-1", asi como con H-1, H-2 y H-4, observadas en el espectro

HMBC.

La porcién correspondiente a la aglicona del compuesto 10 se identificé como una
cardendlida porque en su espectro de RMN 'H presenta sefiales para una 8-lactona o, 3-no
saturada, como son un singulete ancho en & 5.85 asignado al protén vinilico CH-22 y dos
sefiales doble de doble (3 4.86 y 84.77) para los protones base de lactona CH.-21, mientras
que en el espectro de RMN '3C (espectro 25) se observan las sefiales para el carbono del

carbonilo de la lactona (5 174.1, C-23), para los carbonos vinilicos C-20 (8 172.9) y CH-22
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(6 118.2) y para el CHo-21 (8 78.2). Ademds en el espectro de RMN 'H se observan
sefiales para un metilo angular (5 1.21, CHs-18), para los protones de un metileno (8 4.86
y 8 4.77, CHe-19) 'y un metino (8 4.53, CH-12) base de éster. La sefal del
protén geminal a la alometilosa (H-3) aparece en 8 3.65. En el espectro de RMN 13C se
observan las sefiales de un carbono no protonado y base de alcohol en & 85.6. Esta sefial se

atribuye a C-14.

Por otro lado, en la regién de campo bajo del espectro de RMN '3C se observan
cinco sefales alrededor de 170 ppm que corresponden a los carbonilos de los acetatos
presentes en las molécula y cuyos metilos aparecen en el espectro de RMN 'H en § 2.10, 8
2.05, 8 2.02, 5 2.15y 8 2.01 y que de acuerdo al analisis del espectro HMBC se ubican en

los carbonos 12, 19, 2’, 8" y 4’ respectivamente.

Asf la estructura del compuesto 10 se establecié como el pentaacetil 3-O-3-
alometilésido de 12-B-hidroxicoroglaucigenina. Puesto que el compuesto se aislé después
de acetilar, el producto natural debe ser el 3-O-f-alometilésido de 12-3-
hidroxicoroglaucigenina (10a) compuesto que fue aislado previamente de Asclepia

curassavica.™

IT 18§
0
RO
I
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H

Se puede asegurar que el producto natural no contenfa acetato porque antes de acetilar la mezcla que lo contenfa se obtuvieron
espectros de RMN 'H y '*C en los que no se observan las sefiales caracteristicas de grupos acetato.
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Tabla 6: Datos espectroscépicos de RMN *C y 'H del compuesto 10.

| | C | H
| CH-1 | 31.9 | 2.20 dt(14, 8.5); 0.91 td (14, 8.5)
| CH-2 | 29.2 | 1.92 m; 1.40 m
| CH-3 | 77.6 | 3.65 ddd (16, 11, 5)
| CH~4 | 344 | 1.78 dt (10,2.5); 1.87 m
| CH-5 | 44.6 | 1.26 m
| CH-6 | 27.9 | 1.29 m
| CH-7 | 27 4 | 2.17m; 1.92 m
| CH-s | 41.7 | 1.67 td (12, 8.5)
| CH9 | 45.9 | 2.87 dd (10, 6)
| C10 | 38.1 [ —
| CH-11 | 27.4 | 2.03 m, 1.88 m
| CH-12 | 77.1 | 4.53 dd (12, 4)
| Cis | 53.9 | —
| C1s | 85.6 [ —
| CH-15 | 33.0 | 1.90 m, 1.76 m
| CH-16 | 27.1 | 1.43 dt (6, 3.5), 1.25 m
| CH-17 | 45.9 | 2.87 dd (10, 6)
| CH-18 | 10.5 | 0.88 s
| CH-19 | 61.7  4.32d(12.5);4.12 d (12.5)
| C2 | 172.9 [ —
| CH-21 | 7.2 | 4.86 dd (18, 2); 4.77 dd (18, 2)
| CH-22 | 118.1 | 5.85 sa
| Ce3 | 174.1 [ —
| CH-r | 96.1 | 4.84 d (8)
| CH-2 | 69.5 | 4.79 dd (3, 8)
| CH-3 | 68.8 | 5.60 £ (3)
| CH« | 714 | 4.66 dd (10, 3)
| CH-5 | 68.1 | 3.94 (10, 6.5)
| CH-6 | 17.5 | 1.21 d (6.5)
| 12-OCOMe | 170.9
| 19-0COMe | 170.7
| 2-0coMe | 169.8 2.10, 2.05, 2.02, 2.15, 2.01
| 3-0COMe | 169.3
| #-0COMe | 169.0
I OCOMe ‘ 21. 3 21 1, 20.7
, 20.6

aDeterminado en CDCl; a 1256 MHz, "Determinado en CDCl; a 500 MHz.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 Material y equipo

Los puntos de fusién se determinaron en un aparato Fisher-Johns y no fueron
corregidos. Para las cromatogratias en columna se utilizé como fase estacionaria silica gel
para cromatografia en capa fina (Merck 60 G). Para las cromatografias en capa fina se
usaron cromatofolios Alugram Sil G/UVas4 de 0.25 mm. Para las cromatografias en placa
preparativa se emplearon placas Sil G-100 UVg;z, de 1.0 mm. Se utiliz6 como revelador
sulfato cérico al 3% en 4cido sulfirico 2N y/o lampara de UV Spectroline modelo CX-20 a
254 y 366 nm. Los espectros de IR se determinaron en un espectréfotometro Nicolet
FTIR-Magna 750, mediante la técnica de pastilla. Los espectros de masas se obtuvieron
utilizando las técnicas 1E, ES y HR-FAB en los espectrémetros JEOL JMS-AX505HA,
JEOL JMS-SX102A y Bruker Esquire 6000 con trampa de iones y electro-spray. Los
espectros de RMN fueron determinados en los espectrémetros Varian XR-300 (300 MHz

'H, 75 MHz '*C) y Varian Unity Plus 500 (500 MHz 'H, 125 MHz '*C). Los
desplazamientos quimicos (6) estan dados en ppm respecto al tetrametilsilano (TMS) que

se us6 como referencia interna.
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5.2 Physalis virginiana Miller

5.2.1 Material vegetal

Las partes aéreas de Physalis virginiana Miller fueron recolectadas e identificadas
por la Dra. Mahinda Martinez. La recoleccién se realizé el 20 de septiembre del 2007 en
el Estado de Guanajuato, entre Jerécuaro y Apaseo el Alto. Un ejemplar de esta planta se

deposité en el Herbario de la Universidad Auténoma de Querétaro (M. Martinez 6969).

5.2.2 Extraccion del material vegetal

La planta se dej6 secar y posteriormente se molié. Se obtuvieron 743.19 g de
material vegetal que se colocé en una columna de vidrio para ser extraido con acetona y
MeOH. Se obtuvieron 22.46 g de extracto aceténico y 82.60 g de extracto metandlico, que

fueron reunidos (105.06 g) debido a que presentaban compuestos en comun.

Extracto aceténico

- 22469
Partes aéreas de » Extracto Total
Physalis virginiana Miller _Extraccién | Trabajado
74319¢ Extract candl 105.06 g
xtracto metandlico
= 82.60 g

Esquema 3: Extraccién del material vegetal.
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5.2.3 Aislamiento y purificacion de compuestos

El extracto de Physalis virginiana Miller se adsorbié en celita, se dejé evaporar el
disolvente a temperatura ambiente y se colocé en la parte superior de una columna de
sflica gel 60 G de 13.0 cm de altura por 10.5 cm de didmetro (columna A). La elucién de la
columna se inici6 con hexano y se fue incrementando la polaridad con AcOEt hasta llegar
a un 100% de éste. Se obtuvieron 77 fracciones (A1-A77) de 500 mL cada una,
recolectadas de la siguiente manera: A1 (100:0), A2-A20 (90:10), A21-A32 (80:20), A33-
A36 (70:30), A37-A48 (60:40), A44-A48 (50:50), A49-A52 (40:60), A53-A57 (20:80), A58-

A63 (0:100), A64-A71 (acetona).

Las fracciones A40-A48 presentaban un compuesto en comin por lo que se
reunieron, se adsorbieron en celita y se fraccionaron mediante cromatografia columna de
silica gel (columna B), la cual se eluy6 con mezclas de hexano/AcOEt de polaridad
creciente y se obtuvieron 56 fracciones (B1-B56). De las fracciones B34-B47 eluidas con

hexano/AcOEt 60:40, se aislé por cristalizacion, el compuesto 1.

Virginol A (1): cristales blancos; pf 284-236°C; [a]y + 48.6° (c 0.22, CHCly), IR

(pastilla) Vimax: 8403, 8367, 1668 cm™'; RMN C y 'H tabla 1 y 2; EM-ES m/z : 511
[M+K7]*, 495 [M+Na]*; HRFABMS m/z : 495.2723 (calculado para CasHioOsNa,

495.2723).
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1
OH Virginol A

El compuesto 2 se aisl6 de las fracciones A44-A57 mediante sucesivas

cristalizaciones de hexano/AcOEt.

Las aguas madres de A44-A57 se reunieron con las fracciones A58-A66 ya que
presentaban otros compuestos en comin. Estas fracciones se adsorbieron en celita se
purificaron por medio de cromatografia en columna (columna C), eluida con mezclas de

hexano/AcOEt de polaridad creciente (70:30—0:100). Se obtuvieron 52 fracciones (C1-

C52). Las fracciones C18-C22 (eluidas con hexano/AcOEt 60:40) se adsorbieron en celita
para realizar una nueva columna (columna D) que se eluyé con mezclas de hexano-
acetona de polaridad creciente. Se obtuvieron 20 fracciones (D1-D20). De las fracciones
D15-D19 (eluidas con hexano/acetona 80:20) se aislo, por cristalizacion, el compuesto 1,
con lo que la cantidad total aislada llegé a 20.6 mg, (0.0028 % con respecto al peso de la

planta seca).

(&3
[$3



PARTE EXPERIMENTAL

Las fracciones C23-C26 (eluidas con hexano/AcOEt 60:40) se decoloraron con
carbén activado y se cristalizaron para obtener el compuesto 2, con un rendimiento total

de 700.5 mg ( 0.0943 % con respecto al peso de la planta seca).

Virginol B (2): cristales blancos; pf 235-237°C; [CK]ZDO + 8.18° (¢ 0.22, CHCls), IR (pastilla)

Vmax: 8549, 1726, 1679 cm'; RMN 3C y 'H tabla 1y 2; EM-ES m/z: 569 [M+K7*, 553
[M+Na]*. Analisis calculado para CsoH42Os: C, 67.90%; H, 7.98%. Encontrado: C 67.83%;

H 7.99%.

Analisis cristalografico de rayos-X de virginol B (2). Datos de los cristales: Férmula

molecular CsoHa2Os, peso molecular 530.64, dimensiones del cristal 0.418x0.378x0.186
mm, sistema cristalino ortorrémbico, grupo espacial P 2, 2, 2., a = 8.813 (1) A a=090"0b
=11.885 (1) A, B = 90°, c = 26.986(2) A, Y = 90°, V= 2826.6 (4) A%, Z = 4, Dearc= 1.247
Mg/m?, F(000) = 1144. Reflexiones colectadas 28240, reflexiones independientes 3803
[R(int)=0.04467]. Las unidades de celda y los datos de intensidad fueron colectados en un
difractémetro Bruker Smart Apex CCD, con radiacién de MoKa (A 0 0.71073 A), 1 =
0.089 mm-'. La estructura fue resuelta por métodos directos y refinada por el método de
matriz-total de minimos cuadrados sobre I'2. Los datos finales para Ry wR con I >0(])

fueron 0.0520 y 0.01251, respectivamente.
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Las fracciones C16-C17 y D3-D10 fueron reunidas y sometidas a una CC de silica
gel, eluida con mezclas de hexano/AcOEt (columna E). De las fracciones E9-E15, que se
eluyeron con hexano-AcOEt 80:20, se aisl6 el compuesto 3, por cristalizacién. Las
fracciones A35-A39 se sometieron a cromatografia en columna (columna F, hexano-
AcOEt 70:30). Las fracciones F5-F10 se purificaron por cromatogratia en columna
(columna G, hexano-AcOEt 85:15). Las fracciones G9-G16 contenfan el compuesto 8 que
se purificé por CPP eluida con CHoClo-MeOH 98:2. El rendimiento total del compuesto 3

tué de 26.2 mg (0.0035 % con respecto al peso de la planta seca).

Virginol C (3): cristales blancos; pf 202-204°C; [@]}) - 6.84° (¢ 0.19, CHCl;), IR (pastilla)
Vmix: 8506, 1722, 1669 cmr''; RMN 13C y 'H tabla 1 y 2; EM-ES m/z : 553 [M+K]*; 537

[M+Na]*. HRFABMS m/z : 537.2835 (calculado para Cso0H42O7Na, 537.2828).
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0 Virginol C

5.3 Asclepias otarioides Fourn.

5.3.1 Material vegetal

La especie Asclepias otarioides Fourn. fue recolectada e identificada por la
Bidloga Verénica Judrez Jaimes. La planta se recolecté en la Carretera Picacho-Ajusco,
México D. F., el 9 de julio de 2006. Parte de este material se deposité en el Herbario

Nacional (MEXU 1248428), Instituto de Biologfa, UNAM.

5.3.2 Extraccion del material vegetal

Las partes aéreas (hojas y ramas) frescas de Asclepias otariodes Fourn. (445.9 g) se
maceraron con MeOH y posteriormente con AcOEt, ambos extractos se concentraron,
combinaron y se sometieron a particiéon con AcOEt/H,O. A la fraccién acuosa se le
realiz6 una particion con BuOH/H:O. Se obtuvieron 44.7 g de la fraccién de AcOEt, 8.1 g

de la fraccion BuOH y 88.9 g de la fraccién acuosa.
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Partes aéreas de )
Asclepias otarioides > Residuo vegetal

4459 g . 4 BUOH *
5 -, Fraccién Bu
Maceracidn: 8.1g
MeOH L,
., Particién
AcOEt ——> Fraccién acuosa BuOH/H.O
Particién F .,
Extractos —————— raccién acuosa
AcOEt/H,0 — 88.9 g
E Fraccién AcOEt *
447 g

* Fracciones que se trabajaron

Esquema 4: Extraccién del material vegetal y fraccionamiento de extractos.

5.3.3 Aislamiento y purificacion de compuestos

Fraccion de AcOEt

La fraccién de AcOEt se disolvié y fue adsorbida en celita, se dejé evaporar el
disolvente a temperatura ambiente y se colocé en la parte superior de una columna de
silica gel 60 G de 13.0 cm de altura por 8.5 cm de didmetro (columna A). La columna se
comenzo a eluir con hexano y se fue aumentando la polaridad gradualmente con AcOEt
hasta llegar a 100% de éste. Posteriormente se eluyé con MeOH. Se recolectaron 206
fracciones de acuerdo al siguiente orden: A1-A35 100:0; A36-A75 95:5; A76-A146 90:10;
A147-A169 85:15; A170-A181 80:20; A182-A188 70:30; A189-A191 60:40; A192-A194
40:60; A195-A197 20:80; A198-A205 0:100; A206 MeOH. El desarrollo de la columna se
siguié por cromatogratia en capa fina (ccf) y se reunieron las fracciones de composicién

semejante.
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Se reunieron las fracciones A40-A106 y se fraccionaron mediante CC, eluida con
mezclas de hexano/AcOEt. (95:5—0:10). Se obtuvieron 77 fracciones de 100 ml cada una
(B1-B77). De las fracciones B6-B15 eluidas con hexano/AcOEt 95:5, se obtuvo el

compuesto 4 que fue identificado como B-sitosterol. El rendimiento fue de 0.2986 g

(0.0670 % respecto al peso de la planta).

4
sitosterol

El compuesto 6 se aislé mediante cristalizacién de las fracciones B16-B36, eluidas

con mezcla de hexano/AcOEt 90:10.

Acido oleanénico (6): cristales blancos; pf 167-169°C; [OZ]ZDO + 93.53 (CHCls, ¢ 0.23), IR
astilla) Vimax: 3325, 2945, 1733, 1700, 1385 cml; RMN 13C y 'H tabla 4 y 5; EM-IE 70
p y y

eV, m/z: 454 [M]* (4), 410 [M-CO.]* (4), 248 [C16H2402]* (100), 233 [C15H2102]* (10),

203 [le‘lzs]+ (85).

CO,H

6
Acido oleanénico
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Las aguas madres de 6 se reunieron con las fracciones B37-B52 (eluidas con
mezcla hexano/AcOEt 95:5), ya que presentaban un compuesto en comtn. De estas
fracciones se aislé el compuesto 9 por medio de cristalizacién. Sus aguas madres se
purificaron por CC (eluida con CH:Cl.), seguida de otra CC (hexano/isopropranol 98:2) y
CPP eluida con hexano/isopropranol 95:5. Se obtuvieron 41.2 mg de este compuesto

(0.0092 % con respecto al peso de la planta).

Acido betulinico (9): cristales blancos; pf 285-287°C; [a]}) +7° (CHCls, ¢ 0.20), IR

(pastilla) Vimax: 3456, 2943, 1692, 1642, 1234, 1187, 885 cm™'; RMN °C y 'H tabla 4 y 5;

EM—IE 70 eV, 7’)’L/,"Z’2 456 EM]"’ (2), 438 EM—HQO:]+ 5 246 EC}()‘HQQOQ]+ (2), 202 [C15H921+

(100), 176 [CisHao " (20), 139 [CioHi9 " (80).

l/

J//,/
2
z

9
Acido betulinico

La cctf de las fracciones A107-A193 y B53-B69, mostré, que contenfan compuestos
en comun, por lo que se reunieron, se adsorbieron en celita y una vez que se les evaporé el
disolvente, se colocaron en la parte superior de una columna de vidrio empacada con silica
gel. La elucién de la columna se realizé6 con mezclas de polaridad creciente de

hexano/AcOEt. Se obtuvieron 54 fracciones de 100 ml cada una (C1-C54).
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De las fracciones C16-C21 eluidas con hexano/AcOEt 98:2 se aisl6 el compuesto
6, para obtener un total de 8.8757 g de este compuesto (0.8692 % respecto al peso de la

planta).

El compuesto 7 se obtuvo mediante cristalizaciéon (AcOEt/hexano) de las
fracciones C27-C38 que fueron eluidas con hexano/AcOEt 90:10. Se aislaron 568.8 mg

(0.1276 % con respecto al peso de la planta seca) de este compuesto.

Acido oleanélico (7): cristales blancos; pf 297-299°C; @[} +70.8° (CHCI,, ¢ 0.226), IR
(pastilla) Vigx: 8445, 2944, 1696, 1463, 1207, 1184 cm™'; RMN 'H (C;DsN, 300 MHz):
5.49 (1H, t, J=38.6 Hz, H-12), 3.44 (1H, dd, J=6.6, 9.5 Hz, H-3), 3.31 (1H, dd, J=4, 14 Hz,
H-18), 1.56 (1H, m, H-1"), 1.24 (3H, s, H-23), 1.28 (3H, s, H-27), 1.03 (6H, s, H-24 y H-
30), 1.02 (1H, m, H-1), 1.00 (8H, s, H-29), 0.95 (3H, s, H-25), 0.87 (1H, d, J=18 Hz, H-5);
RMN 13C tabla 4; EM-IE 70 eV, m/z: 456 [M]* (8), 455 [M-H]* (4), 439 [CsoH4704]*
(15), 248 [CisHoaO2]* (85), 207 [C14Has0]* (5), 203 [CisHas ™ (15), 189 [CiaHai]* (10),

154 [C1iHao]* (100), 186 [CioH1s]* (62), 69 [CsHo* (14).

S
S 7
S

$

Acido oleandlico
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Oxidacién del acido oleandlico (7). A una solucién de acido oleandlico (80.1 mg) en
acetona, mantenida en bafio de hielo, se agregaron 3 gotas del reactivo de Jones (CrOs en
H,SO. acuoso) y se dejé reaccionar por 10 minutos. Posteriormente se agregé hielo y la
mezcla se extrajo con AcOEt. La fase orgénica se lavé con solucién saturada de NaHCOs
y después con HoO. Se secé con Na,SO, anhidro y se concentré. Mediante cristalizacion

se obtuvo el compuesto 6.

Se reunieron las fracciones A194-A202 y fueron sometidas a CC de silica gel; ésta
se eluy6 con mezclas de CHCls/MeOH (95:5—>85:15). Se obtuvieron 25 fracciones de 100
ml cada una (D1-D25). Las fracciones D2-D5 se purificaron por cromatografia en
columna eluida con CHCls/MeOH de polaridad creciente. Se obtuvieron 47 fracciones
(E1-E47). De las fracciones E16-E37, eluidas con CHCls/MeOH 98:2, se obtuvieron por

cristalizacién 21.0 mg del compuesto 8 (0.0047 % con respecto al peso de la planta).

Acido 3,4-seco-olean-12-en-3,28-dioico (8): cristales blancos; pf 268-270°C; [Q']ZDO +60
(CHCIs, ¢ 0.21); IR (pastilla) Vinax: 8500-2500, 2952, 2870, 2721, 2663, 1706, 1304, 1273
cm'; RMN 13C y 'H tabla 4 y 5; EM-IE 70 eV, m/z: 472 [M7]* (10), 426 [CooH1602*
(12), 248 [CisH2402]" (100), 224 [Ci1aHoaO2]" (6), 208 [CisHas]* (75), 189 [CiaHoi*

(23).

HO,C

Acido 3,4-seco-olean-12-en-3,28-dioico
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De las fracciones D8-D11 eluidas con CHsCl/MeOH 95:5 se obtuvieron por
cristalizacién 53.2 mg (0.0119 % con respecto al peso de la planta) del compuesto 5, que

tue identificado como el glucésido de B-sitosterol.

1 o

HO'

5
H il
Glucésido de B-sitosterol

Fraccion de BuOH

La fraccién de BuOH (8.1 g) provenientes de la particion, se disolvié, fue adsorbida
en celita y colocada en la parte superior de una columna de silica gel G (columna F). La
elucién de la columna se inicié con CHCls y se fue incrementando la polaridad con MeOH.
Se obtuvieron 108 fracciones (F'1-F'108) que fueron recolectadas en el siguiente orden: F'1-
F18 100:0; F9- F30 95:5; F31-F52 90:10; F53-F98 85:15; F99-F106 80:20; F107-F108

70:30.

Las fracciones F41-F60 fueron sometidas a CC (columna G), eluida con mezclas de

CHCIs/MeOH de polaridad creciente. Se obtuvieron 29 fracciones (G1-G29). Las

fracciones G22-G25 (476.6 mg) eluidas con CHCls/MeOH 90:10 contenfan una mezcla
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compleja de compuesto que después de varias CC no fue posible separar por lo que fue

acetilada.

La reaccién se llevé a cabo empleando 64.4 mg de la mezcla a la cual se agregaron
0.5 ml de piridina y 0.7 ml de anhidrido acético. La solucién se dejé reaccionar durante 24
horas a temperatura ambiente. La mezcla de reaccién se trabajé del modo usual, se agregé
hielo, posteriormente se extrajo con AcOEt. La fase organica se lavé con solucién de 5%
HCI, después con solucién saturada de NaHCOs y finalmente con agua. La fase orgénica
se secd con NaoSO, anhidro y se concentré. Se obtuvieron 110.5 mg de producto crudo.
Este se purificé por medio de una cromatogratia en columna, eluida con hexano/acetona

80:20, de la cual se aisl6 el compuesto 10 (71.7mg).

Pentacetil 3-O-B-alometilésido de 12-pB-hidroxicoroglaucigenina (10): RMN 'H y
15C tabla 6; EM-FAB+ m/z: 763 [M+17]" (2), 762 [M]* (0.5), 473 [CesHs:O07]" (2), 289

[CioH,-057* (4), 278 [C1oH17057* (85), 111 [CsH-007* (57).

10
Pentacetato de 3-O-8-alometilésido de 123-hidroxicoroglaucigenina
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5.3.4 Determinaciéon de la actividad Antiinflamatoria en el modelo de edema
inducido con TPA (acetato de 12-O-tetradecanoilforbol).”>7*

La prueba fue realizada empleando ratones macho de la cepa CD1, con un peso
entre 25-30 g. (n=5) Los animales se mantuvieron en cajas de acrilico transparente a
temperatura constante de 24 °C, con fotoperiodos de 12/12 horas luz/oscuridad, con agua

y alimento ad libitum. Los animales se sometieron al siguiente tratamiento:

Tratamiento de la oreja derecha: A los animales anestesiados por administracién
intraperitoneal de pentobarbical sédico (3.5 mg/kg), se les administraron 10 ul de
soluciéon etandlica de TPA (0.25 mg/ml) por via tépica. Diez minutos después se les
aplicaron 0.081, 0.1, 0.31 o 1 pmoles de los compuestos 1, 2 o 3, disueltos en 20 ul del

vehiculo (diclorometano/acetona 2:1). Al grupo control (C) sélo se le administré la

solucién etandlica de TPA (0.25 mg/kg).

Tratamiento de la oreja izquierda (oreja control) Empleando la misma via de

administracion se aplicaron 10 pl de etanol y 20 pl de diclorometano/acetona 2:1.

Cuatro horas después de haber realizado la aplicaciéon del TPA, los animales
fueron anestesiados con éter y sacrificados por dislocacién cervical. Posteriormente, se
tomé una muestra de 7 mm de didmetro de ambas orejas. El incremento del peso de la

muestra derecha con respecto a la izquierda representa el edema.
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PARTE EXPERIMENTAL

La inhibicién del edema se calcul6 con térmula:
% de Inhibiciéon= [(C-E) / C 7] 100

En donde:

C= Edema del grupo control (tratado con TPA).

E= Edema del grupo experimental (TPA mas el compuesto).

Los resultados obtenidos se sometieron a un andlisis de varianza (ANOVA),

seguida de una prueba de Dunnett de comparacién multiple para aislar los grupos con

diferencia estadisticamente significativa (p<0.05).7°
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CONCLUSIONES

6. CONCLUSIONES

% Como resultado del estudio quimicoRtg/salis virginina Miller se aislaron 3
nuevos withaesteroides a los cuales se les diesondmbres de virginoles A,

B y C. Los withaesteroides aislados pertenecenuglogde las withandlidas.

« Physalis virginiana Miller es otra de las especies Hhysalis de la cual se

aislan withaesteroides

% Los virginoles A, B y C presentaron actividad anfiamatoria en el modelo
de Inhibicibn del edema en oreja de ratdn. Lgp I@e virginol B (0.27
wmol/oreja) resultd igual a la de la Indometacina que se empl@do

referencia.

% En el estudio quimico dasclepias otarioides Fourn. se observa que al igual
que otras especies de este género, contiene dhsosardiacos, pero sus
componentes mayoritarios son triterpenos con estpuele oleanano o de
lupano. Todos los compuestos aislados de estaieseban sido descritos

en la literatura.
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