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1. INTRODUCCION

Es muy cierto que las plantas siempre han estado ligadas a la vida del ser humano,
ya que éste las ha utilizado como alimento, vestido y medicamento. Sobre todo en
este Ultimo aspecto, se conoce de la utilizacibn empirica de las plantas como
agentes de la salud por diferentes culturas y desde tiempos muy remotos hasta la
actualidad.

La utilizacion de las plantas en la medicina tradicional se ha transmitido de
generacion en generacion a través del tiempo, aunque también mucho del
conocimiento acerca de su uso se ha ido perdiendo. Lo anterior ha incrementado la
importancia, tanto de preservar la informacién que existe sobre el uso de las plantas,
como la de llevar a cabo estudios quimicos y farmacoldgicos de las mismas; en
particular el estudio de los compuestos que biosintetizan para descubrir si estos
presentan las propiedades curativas que se le atribuyen a la planta o si, por el
contrario, su uso puede resultar perjudicial. Lo anterior llevaria a una utilizaciéon de
las plantas apoyada en bases cientificas y podria incluso aumentar el nUmero de
especies Utiles que se conocen actualmente, ya que sélo una pequefia parte de

estos recursos son utilizados.

El estudio de los productos naturales de plantas se centra principalmente en el
aislamiento y la elucidacion de los metabolitos secundarios de la planta y en la
busqueda de facilitar dichos procesos se ha llegado al desarrollo de nuevas
técnicas. Estas técnicas incluyen cromatografia, espectrometria de masas,
espectroscopias de ultravioleta, infrarrojo, y muy especialmente, resonancia
magnética nuclear, asi como cristalografia de rayos X. En conjunto con el desarrollo
de las nuevas tecnologias, en la actualidad existe un amplio conocimiento en lo que
respecta a los metabolitos secundarios de las plantas, pero aun con el conocimiento
gue se tiene sobre éstos, el estudio de los mismos sigue muy vigente y seguird por
mucho tiempo debido a que en cada investigacion se generan nuevos y diferentes

conocimientos para ampliar la informacion ya existente.

Pagina 1


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

En este contexto, cabe mencionar que México se encuentra en una situacion
privilegiada, ya que cuenta con una gran diversidad de especies vegetales, cuyo
namero se estima en alrededor de 23000, un numero importante de las cuales
(~ 400) corresponde a la familia Solanaceae. Sin embargo, los estudios quimicos
de esta familia en el pais son escasos, por ello se ha emprendido el estudio de uno
de sus géneros, el género Physalis. Los resultados que se presentan a continuacion
son parte de ese proyecto y corresponden al estudio quimico de célices, asi como
de hojas, ramas y flores de Physalis angulata L., una especie que se ha empezado

a cultivar en el pais.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Familia Solanaceae

Es una familia cosmopolita a la que se le reconocen 94 géneros, entre ellos el
género Physalis. Esta familia se encuentra ampliamente distribuida en las regiones
tropicales y templadas de todos los continentes, pero se concentra en Australia,
Centro y Sudamérica, de donde son endémicos por lo menos 40 géneros. La gran
abundancia de esta familia en América del Sur ha dado lugar a la hipétesis de que
pudo originarse en este continente [1].

El nimero de especies que se le reconocen a las solanaceas varia entre 2000 y
3000. Estas plantas pueden ser herbaceas, arbustivas o arbéreas, muchas de ellas
de gran interés etnobotanico porque son utilizadas como medicamentos, alimentos
o plantas de ornato. Entre las solanaceas utilizadas en alimentacion humana estan
plantas de los géneros Solanum (papa y berenjena), Lycopersicum (jitomate),
Capsicum (chiles y pimientos) y Physalis (tomate de cascara). Algunas solananeas
de los géneros Atropa, Datura, Hyoscyamus y Nicotiana son conocidas por su
contenido de sustancias potencialmente toxicas como atropina, escopolamina y
nicotina que afectan el sistema nervioso central. Otras especies como Cestrum
diurnum y Solanum glaucophyllum producen glicésidos calcinogénicos que son
precursores de la vitamina D3y de sus derivados hidroxilados. Cuando los animales
de pastoreo comen sus hojas se produce una intoxicacion (Calcinosis enzodtica)
caracterizada por la deposicion de sales de calcio en tejidos blandos que conduce

a un serio deterioro fisico [2].

Por otra parte, la importancia de esta familia para la biodiversidad del pais se puede
ver reflejada en un estudio reciente sobre las solanaceas en el estado de Jalisco,
gue dio como resultado el registro de 138 especies y 140 taxones de la familia
Solanaceae agrupadas en 20 géneros. Los géneros con el mayor namero de
especies son Solanum (55 especies), Physalis (35), Cestrum (10) y Lycianthes (9).
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Estas especies habitan con méas frecuencia en bosque de pino y encino (81
especies), seguido de bosque tropical subcaducifolio (57), bosque tropical
caducifolio (54) y bosque mesdfilo de montafia (43). En areas perturbadas y
vegetacion ruderal crecen 51 especies. Existen ademas cinco especies endémicas
de Jalisco como Lycianthes jalicensis, Physalis lignesens, P. longipedicellata, P.
longiloba y P. tamayoi. Lo anterior hace de Jalisco la cuarta entidad mas rica en

especies de Solanaceae en México, después de Oaxaca, Chiapas y Veracruz [3].

2.2  Género Physalis

El género Physalis incluye alrededor de 90 especies que se han agrupado
tentativamente en 4 subgéneros (Physalis, Physalodendron, Quincula y Rydbergis).
El género se reconoce facilmente por su céliz fructifero acrescente que envuelve la
baya. Los géneros como Chamaesaracha, Leucophysalis, Deprea y Larnax
comparten este caracter, pero difieren en la forma de la corola [4].

La forma de vida de Physalis puede ser de tres tipos 1) hierbas anuales (ej. P.
missouriensis), 2) rizomatosa perennes (ej. P. cinerascens) y 3) arbustivas o
arborescentes perennes (ej. P. coztomatl y P. arborescens). Las especies de
Physalis varian en su tamafio desde pocos centimetros hasta dos metros de alto.
Los frutos de Physalis son bayas con abundantes semillas. El color de las bayas

maduras varia de verde-amarillo a naranja o parpura [4].

En México, el consumo de frutos de especies del género Physalis se remonta hasta
la época precolombina cuando se les conocia con el nombre de tomatl que significa
“fruto gordo”. Entre estos frutos se encuentra Physalis philadelphica que es el
tomate verde o tomate de cascara, que en el México actual se sigue consumiendo,
principalmente en forma de salsas, y es uno de los cultivos de hortalizas méas
importantes del pais [5]. Sin embargo, se sabe que se consumen los frutos de al
menos otras 16 especies silvestres de Physalis entre ellos los de Physalis angulata
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L. y Physalis peruviana; la primera ya se cultiva en Jalisco y sus frutos tienen un

valor comercial mayor que los de P. philadelphica [4].

Muchas especies de Physalis se usan en la medicina popular para tratar diferentes
padecimientos, ya sea con sus frutos, calices, hojas o raices. Por ejemplo, la raiz
de P. philadelphica se utiliza en Hidalgo para el dolor de estdmago, el fruto se usa
en el Edo. de México para la calentura, las hojas de P. nicandriodes se emplean
para bafios post-parto en Morelos y las hojas de P. pubescens en el Edo. de México
se utilizan para tratar heridas [6]. En Taiwan P. angulata L. es utilizada como
antinflamatorio y diurético [7], y en Peru, P. peruviana se emplea para tratar cancer,
hepatitis, asma, malaria y dermatitis [8]. En cuanto a su quimica, el género Physalis
produce diferentes tipos de metabolitos tales como flavonoides, diterpenos,
acilsacarosas y withaesteroides de diversos tipos, siendo los dltimos los mas
caracteristicos del género [9,10].

2.3 Withaesteroides

A partir del aislamiento de withaferina A de una solandcea medicinal (Withania
somnifera), se empezaron a aislar compuestos con estructuras analogas, es decir,
con un esqueleto de tipo ergostano (Figura 1), cuya cadena lateral contiene una -
lactona. A estos compuestos se les llamo withandlidas. Al paso del tiempo se
aislaron compuestos que no cumplian estrictamente con las caracteristicas de las
withandlidas, pero presentaban estructuras muy relacionadas, por lo que para
incluirlas en el grupo se propuso el nombre de Withaesteroides [11,12].

Figura 1. Esqueleto de ergostano.
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Asi, dentro de los withaesteroides se agrupan aquellos compuestos esteroideos con
un esqueleto de ergostano, que puede estar o no modificado, y en el cual C-22 o C-
23 y C-26 se oxidan para formar una ® o y-lactona. Estos compuestos son
generalmente polioxigenados, y esto ha dado lugar a diferentes modificaciones
tanto del esqueleto carbociclico, como de la cadena lateral. Lo anterior ha resultado
en compuestos con diferentes caracteristicas estructurales clasificados como
withandlidas, withaphysalinas, physalinas, ixocarpalactonas, perulactonas, Yy
acnistinas, entre otras (Figura 2) [12].

(AN RN ENENRRERNED)

Withanolidas Withaphysalinas
T H
Oo. LOH
(@)
Nicandrenonas Jaboroles
Q A 'oH .
H : ’,

7’ \
’ Y

O

<

Acnistinas Ixocarpalactonas Perulactonas

Figura 2. Tipos de withaesteroides.

Sin embargo, en otra clasificacién de estos compuestos, en la cual se les sigue
llamando withandlidas, las clasifican en dos grupos principales, withandlidas con &-
lactona o &-lactol en la cadena lateral (grupo A) y aquellas con y-lactona en la
cadena lateral (grupo B). La mayoria de las withandlidas pertenecen al grupo A, el
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cual se dividide en 11 subgrupos: withandlidas con esqueleto sin modificar,
withaphysalinas, physalinas, acnistinas, withajardinas, withametelinas, sativolidas,
subtriflora-&-lactonas, withandlidas con el anillo-D aroméatico, withandlidas con el

anillo-A aromatico y withandlidas tipo norbornano (Figura 3) [13].

n’llllllllllllln-.

Esqueleto no modificado Withaphysalinas
@)
Q "/OH
24
- 21
<=OH
Acnistinas Withajardinas Withametelinas

Sativélidas Subtriflora-3-lactonas Withanolidas con el anillo D aromaético

Withandlidas con el anillo A aromatico Withandlidas tipo norbornano

Figura 3. Withanodlidas pertenecientes al grupo A.
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En el grupo B la presencia de una funcion oxigenada en C-23 permite la formacion
de una y-lactona en la cadena lateral. Estas withandlidas se dividen en cinco
subgrupos: espiranoides, trechondlidas, subtriflora-y-lactonas, ixocarpalactonas y

perulactonas (Figura 4) [13].

Subtriflora-y-lactonas

28

22\
23

\\\
X
NI
o
o

Ixocarpalactonas Perulactonas

Figura 4. Withandlidas pertenecientes al grupo B.

Las withandlidas o withaesteroides se han aislado de 18 géneros pertenecientes a
la familia Solanaceae, subfamilia Solanoideae. Ademas de la familia Solanaceae,
se han encontrado withandlidas, asi como compuestos estrechamente relacionados
en las familias Leguminosae (Cassia siamea), Lamiaceae (Ajuga parviflora),

Taccaceae (Tacca plantaginea y T. chantrieri) [13].
2.3.1 Actividad Bioldgica de Withaesteroides
Los withaesteroides estan presentes en algunas plantas conocidas por su uso en la

medicina tradicional para tratar padecimientos como heridas, granos y verrugas en

la piel, paperas, inflamacion, amigdalitis, diarrea y diabetes, entre otros [6]. El amplio
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rango de actividades farmacolégicas que presentan estos esteroides se atribuye a
su diversidad estructural [14]. Asi, diferentes estudios han demostrado que estos
compuestos presentan actividad antitumoral, antiestrés, antibacteriana,
antitripanosémica, anti-inflamatoria, citotéxica, inmunosupresora, tripanocida,
inmunomoduladora, asi como inductora de la actividad de quinona reductasa, entre
otras [15]. De hecho la actividad antimicrobiana de la primera withandlida aislada,
withaferina A, fue descrita en 1956 antes de que su estructura fuera totalmente
elucidada [14].

2.4 Physalis angulata L.

Physalis angulata es una especie nativa de América que fue introducida en el Viejo
Mundo. Es un arbusto ramificado que se utiliza en la medicina popular de varios
paises para el tratamiento de malaria, asma, hepatitis, reumatismo y como diurético,
antimicobacteriano, antileucémico y antipirético. En China se conoce como "Kuzhi"
y es utlizado en la medicina tradicional como antiinflamatorio, antitusivo,
antipirético, diurético y antitumoral. En Taiwan se usan sus extractos para el

tratamiento de tumores, y la infusion para tratar inflamacion del higado y malaria [7].

Sus usos parecen estar sustentados en los resultados de estudios farmacoldgicos
de extractos y withaesteroides obtenidos de esta planta, los cuales han mostrado
actividad tripanocida, inmunosupresora, bactericida y citotoxica [15-17]. A la fecha
se han realizado numerosos estudios fitoquimicos de esta especie, los cuales han
dado como resultado el aislamiento de una amplia variedad de withaesteroides,
glicésidos de flavonoide vy alcaloides. Estos resultados se presentan

cronoldgicamente a continuacion.

El primer estudio de P. angulata se realiz6 en la India en 1970, y condujo al
aislamiento de physalina B y 5,6-dihidrophysalina B [18]. Otro grupo de la India, en
colaboracion con investigadores japoneses analizaron poblaciones de invernadero

de P. angulata y P. lancifolia y encontraron una composicion similar en ambas
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especies; de las hojas de P. angulata aislaron las physalinas B, F, y E y de los tallos,
las physalinas B, F, H, | y E, mientras que de P. lancifolia aislaron las physalinas B,
F, Gy E de tallos y también de las partes aéreas. Se elucidaron las estructuras de
las physalinas E y H [19]. En un trabajo posterior del mismo grupo [20], se
determinaron las estructuras de las physalinas F y J. Cabe mencionar que P.
lancifolia se considera un sinénimo de P. angulata [21]. En un tercer trabajo de este
grupo sobre las mismas especies se describe la elucidacién estructural de las

physalinas D, I, Gy K [22].
AS

5a-OH, 6B-OH
5a-OH, 7a-OH
5B,6B epoxi
A%, 6a-OH

NS, 7B-OH

(IR

I @ m m O @

I 5a-OMe, 6B3-OH

J 5a,60—epoxi

K 4q, 50-epoxi, 6a-OH
DpB AS, 5a-OEt, 63-OH

Figura 5. Estrucuras de las physalinas B, D-K y 5,6-dihidrophysalina B (DpB).

En Uzbekistan, Rusia, se llevo a cabo un estudio de Physalis angulata L. que dio
como resultado el aislamiento de dos nuevos withaesteroides provenientes de las
partes epigeas de la planta. A los compuestos se les dio el nombre de 14a-

hidroxiixocarpandlida y 24a,25a-epoxiwithandlida D [23].
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Figura 6. Estructuras de 14a-hidroxiixocarpandlida (a) y 24a,250—

epoxiwithandlida D (b).

Con el fin de aislar compuestos con propiedades antitumorales se investigdé una
poblacién de P. angulata colectada en Taiwan, China. Como resultado se aislé
withangulatina A del extracto de MeOH de la planta. Este compuesto actia sobre la
enzima topoisomerasa Il para inducir, in vitro, dafio en DNA mediado por la enzima
[24].

Figura 7. Estructura de withangulatina A.

En 1991, el grupo de investigadores de Uzbekistan, aislo, de la misma poblacién de
su primer estudio de P. angulata, pero en esta ocasién de las hojas, un nuevo
withaesteroide al que llamaron physangulida. Los autores describen a este
compuesto como la primera 22S—withanolida natural [25]. En un estudio posterior el
mismo grupo aislo withandlida T de las hojas de P. angulata. Adem4s, con base en
estudios de dicroismo circular, los autores confirmaron la configuracion S en C-22

de la physangulida [26].

O
OH
a b

Figura 8. Estructuras de physangulida (a) y withanélida T (b).
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En ese mismo afo, un estudio del extracto de metanol de hojas y tallos frescos de
P. angulata L. resulté en el aislamiento de una nueva withandlida a la que se
denomind physagulina C. El material vegetal que se investigé provino de un cultivo
en el jardin botanico de una universidad de Japon [27]. Posteriormente y del material
botanico anterior, se aislaron junto con physagulina C, tres nuevas withandlidas, las
physagulinas A, B y D, ademas de withangulatina A y withaminimina aislada
previamente de P. minima. La elucidacién estructural de las nuevas physagulinas
se publicé en 1992 [28]. Estos autores también analizaron los frutos obtenidos de la
misma colecta y de ellos se aislaron las nuevas physagulinas E, F y G. Las
physagulinas E y G fueron las primeras whitandlidas de naturaleza glicosidica, con
un resto de glucosa en C-28 [29].

En una publicacién de 1992 se menciona que el alcaloide phygrina esta presente
en varias especies de Physalis, entre ellas P. angulata [30].

A, 53,6B—epoxi
B A, 5a-Cl, 63-OH
C 43-OH, 53,6B—epoxi, 14-epi 16B,17B-epoxi,
E A, 5a-OH, 6B-OH, 28-O-B-D-glucésido
F 5a-OH, 6B-0OH, 14-epi, 16B3,17B-epoxi
G 5a-OH, 6B3-OH, 14-epi, 16[3,17B-epoxi, 28-O-B-D-glucdsido
wm A 5a0-OH, 6B-OH

N .

CHj CHg3

Physagulina D Phygrina

Figura 9. Estructuras de las physagulinas A-G, withaminimina (wm) y

phygrina.
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En 1995 se publicé la correccion de la estructura de la physalina H, cuando este
compuesto se obtuvo de forma inesperada mediante el tratamiento de physalina F
con HCI, y la estructura propuesta para physalina H (Figura 5) no explicaba esta
transformacion, es decir un grupo 58,6B-epoxi no formaria las funcionalidades 2,5-
dien-7B-hidroxi pero si la clorhidrina (5a-ClI, 63-OH) propuesta en este trabajo. En
esta investigacion también se establece que la physalina E aislada anteriormente
[19] es en realidad physalina D [31].

;

ey

o— 0 ¢ “ 00 :
o Cl on
Estructura propuesta inicialmente Physalina F Estructura revisada para
para physalina H physalina H

Figura 10. Revisién de la estructura de physalina H.
En 2001 se publico el aislamiento y la elucidacion estructural del nuevo flavonoide
3-0-neohesperiddsido de miricetina (Figura 11), aislado de las hojas de P. angulata.
Este compuesto resultdé muy activo contra las lineas célulares de cancer P-388
(leucemia murina), KB-16 (carcinoma epidermoide nasofaringeo) y A-549
(adenocarcinoma), con DEsp de 0.048, 0.50 y 0.55 pug/mL, respectivamente [32].

2= 1
a b

Figura 11. Estructuras de 3-O-neohesperiddsido de miricetina (a) y acido
oleandlico (b).
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En el afio 2002, se describe el aislamiento del acido oleandlico. Este es el Unico
reporte de un triterpeno en Physalis, sin embargo cabe mencionar que el material

usado para este estudio fue comprado en un mercado de Indonesia [33].

Posteriormente, en 2004, fue publicado otro estudio de partes aéreas de P. angulata
cultivada en el jardin botanico de la universidad Fukuoka de Japdn, esta vez en
busca de constituyentes con actividad tripanocida. En esta ocasion se aislaron seis
withandlidas ya conocidas (physagulina A, B, C y F, withangulatina A y
withaminimina) y cuatro nuevas, las physagulinas H — K. De los compuestos
aislados aquellos con un grupo 5p,6p-epoxi o 5a-Cl, 63-OH mostraron actividad
tripanocida in vitro contra epimastigotes y tripomastigotes de Trypanosoma cruzi, su
actividad fue mas alta contra tripomastigotes que contra epimastigotes, lo que
sugiere su potencialidad como agentes quimioterapéuticos para el tratamiento del
mal de Chagas [17].

Figura 12. Estructuras de las physagulinas H-K.
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En el 2006, se publicaron los resultados de la investigacion de otro lote de P.
angulata de igual procedencia que el Ultimo mencionado. En esta ocasion se
aislaron tres nuevas withandlidas, designadas con los nombres de physagulinas L,
M y N, ademas de dos compuestos conocidos, physagulina D, y 3-O-ramnosil-
(1—6)-galactosido de quercetina. Se evaluo la actividad tripanocida de las nuevas
physagulinas, pero ésta resulté muy débil [34]. En este mismo afio en China se
estudi6 otro lote de P. angulata recolectada en Taiwan. En este caso, la planta
entera fue extraida con MeOH y de la fraccion soluble en CHCIz del extracto se aislo
la nueva withandlida, physandlida A, que presenté un esqueleto sin precedentes.
Se aislaron también dos nuevas physalinas (U y V), junto con otras siete physalinas
(B, D, F, G, I, Jy T) ya conocidas (Figura 13). Ocho de los compuestos fueron
sometidos a ensayos de citotoxicidad contra varias lineas celulares de cancer, de
éstos, solo las physalinas B, D, F, J y U mostraron una actividad significativa. La
physalina F mostré la actividad citotoxica mas importante (Clsp 0.3-1.9 ug/mL)

seguida de las physalinas B y D [35].

[EERRERRRRNRRRREERD

(RN NRNEEEEER

H,CO"
Physandlida A Physalina U

Physalina V

Figura 13. Estructuras de las physagulinas L, My N, physanélida Ay
physalinas Uy V.
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En 2007 se publicaron los resultados del estudio de una poblaciéon de P. angulata
L. recolectada en Taiwan, China [15]. Esta vez se analizaron las fracciones solubles
en CHCIz y en BUOH del extracto de MeOH de toda la planta. Se aislaron siete
nuevas withandlidas, las withangulatinas B—H, una nueva physalina, la physalina W,
ademas de 14 compuestos conocidos (physalinas B, D, F, G, I, J, T, U y V,
physapruina A, withaphysandlida, physandlida A, dihidrowithandlida E vy
withaphysalina A) (Figura 14). Cabe mencionar que las estructuras asignadas a
physapruina Ay withaphysandlida [36] son idénticas, aunque se dice que ambas se
aislaron en este estudio. De los estudios de citotoxicidad que realizaron a 10 de los
compuestos aislados concluyeron que, como se habia propuesto previamente, la
presencia de una 48-hidroxi-2-en-1-ona, asi como de un grupo 58,66-epoxi son
importantes para la actividad biolégica de las withandlidas [15].

R1 R2 Rs R4
OH OH H

58, 6B-epoxi OH OCHs H
5a-OH, 63-OH OH OCHs H

B  A? 5B, 6B-epoxi

C

D

E 58, 6B-epoxi OCHs3 H H
G

H

H
H
H
H

A2, 50-OH, 68-OH  H OH H OH
58, 6B-epoxi  OCHs  H H OH
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Figura 14. Estructuras de withangulatinas B — H, physalina W (a),
physapruina A (b), withaphysanélida (c), dihidrowithandlida E (d) y
withaphysalina A (e).

En ese mismo afio se realiz6 el estudio quimico del extracto de MeOH de las partes
aéreas de P. angulata L. recolectadas en Nanchuan, China. El resultado fue el
aislamiento de once compuestos, siete de ellos previamente identificados,
withangulatin A, physagulinas B, D, J y K, withaminimina y pubescendlida, y cuatro
nuevas physagulinas, L-O (Figura 15). Los once compuestos aislados se
sometieron a ensayos contra lineas celulares de cancer colorrectal (HCT-116) y de
pulméon (NCI-H460). Withagulatina A y physagulina B presentaron actividad
significativa; physagulina L y M una actividad moderada y los demas compuestos
resultaron ser inactivos [37]. Cabe mencionar que estas physagulinas L, My N son
diferentes a las reportadas en el estudio anterior con los mismos nombres [34], solo
gue se publicaron casi simultaneamente.

L A?%, 6a-OH, 140-OH, 15a-Oac
M A%, 6a-OH, 14B-OH, 15a-Oac
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N A?, 5a-OH, 63-OH, 14B-OH, 15a-OH
O A3, 50-OH, 6B-OH, 12a-OH, 140-OH, 15a-OAc

Figura 15. Estructuras de physagulinas L-O, withaminimina (a) y
pubescendlida (b).

En el afio 2008 se publico el aislamiento de una nueva withandlida denominada
withangulatina | (Figura 16), a partir del extracto de MeOH de la planta entera
procedente de Taiwan, China. En la evaluacion de su actividad citotéxica in vitro
contra carcinoma colorrectal humano y carcinoma gastrico humano mostré una

actividad escasa con Clsp de 53.6 + 0.5y 65.4 + 4.2 pM, respectivamente [7].

Figura 16. Estructura de withangulatina I.

Como parte de un programa de busqueda de productos naturales bioactivos de las
plantas de la selva tropical amazonica, se colectd P. angulata en el Departamento

de Amazonas, Peru. El fraccionamiento biodirigido del extracto de EtOH de las
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partes aéreas de la planta condujo al aislamiento de tres nuevas withandlidas, las
physangulidinas A, B y C (Figura 17). Estos compuestos presentan un nuevo
esqueleto resultante de la ruptura del enlace entre C-13y C-17 y la formacién de un
enlace C-C entre C-21 y C-25. Adicionalmente, las tres nuevas withandlidas
mostraron actividad antiproliferativa contra dos lineas celulares de cancer. La mas

activa fue physangulidina A [38].

O,

0/

Figura 17. Estructuras de las physangulidinas A, By C.
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3. OBJETIVO Y METAS
Objetivo:
» Incrementar el conocimiento sobre la composicion quimica de la flora
mexicana, en particular la del género Physalis, a través del estudio quimico
de la especie Physalis angulata L.

Metas:

> Aislar el mayor numero de los metabolitos secundarios presentes en

Physalis angulata L.

» Elucidar la estructura quimica de los metabolitos secundarios aislados.
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4. METODOLOGIA

4.1 Material y Equipo

Para determinar los puntos de fusion se utilizd un aparato de Fisher-Johns. Para la
CC operadas con vacio se utilizd6 como fase estacionaria silica gel (Macherey Nagel
G). Para las CCF se utilizaron cromatofolios Alugram Sil G/UV2s4 de 0.25 mm. Se
utiliz6 como revelador sulfato cérico al 3% en acido sulfarico 2N y/o lampara de UV
Spectroline modelo CX-20 (A 254 y 366 nm). Los espectros de RMN fueron
determinados en espectréfotometros Varian Unity Plus (500 MHz *H y 125.7 MHz
13C) y Varian XR-300 (300 MHz *H y 75 MHz 13C). Los espectros de infrarrojo se
determinaron en un espectrofotdmetro Bruker Tensor 27. La rotacion Optica, se
determind en un polarimetro Perkin Elmer 343. Los espectros de masas obtenidos
por la técnica IES (electrospray), fueron adquiridos en un equipo Bruker Daltonics
Esquire 6000, y los obtenidos por la técnica BAR en un espectrometro JEOL JMS
SX 102 A.

4.2 Material Vegetal

Las partes aéreas de Physalis angulata L. proceden de un cultivo en los terrenos
del Centro Universitario de Ciencias Biolégicas y Agropecuarias (CUCBA),
Guadalajara, Jalisco, de donde fueron recolectadas el 4 de junio de 2012. Un
ejemplar de la planta se deposité en el Herbario de la Universidad Autonoma de
Querétaro y fue identificado por la Dra. Mahinda Martinez (Mahinda Martinez 8766).
Del material vegetal se separaron los calices, los frutos y el resto de las partes
aéreas (hojas, ramas y flores). Los calices, asi como las hojas, ramas vy flores, se
dejaron secar a la sombra. Los frutos se congelaron a —20 °C.
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4.30btencidon de Extractos

Los calices secos (59.25 g), se maceraron con una mezcla de cloroformo-metanol
(7:3), 3 veces por 12 horas y 3 veces por 4 horas. Después de evaporar los
disolventes en un rotavapor se obtuvieron 10.23 g del extracto.

La hojas, ramas y flores se molieron en un molino, el polvo obtenido (266.8 g), se
coloco en una columna de vidrio donde se extrajo con acetona, y posteriormente
con metanol. Después de eliminar los disolventes por destilacion a presién reducida,
se obtuvieron 5.41 g de extracto de acetona y 44.78 g de extracto de metanol.
Ambos extractos se disolvieron en metanol y se colocaron en un embudo de
separacién para llevar a cabo una particion con hexano, posteriormente se eliminé
el disolvente de la fraccion de metanol, se le agregd agua y se extrajo con AcOEt.
Después de eliminar los disolventes por destilacion a presion reducida se obtuvieron
6.71 g de la fraccion de hexano y 8.02g de la fracciéon de AcOEt. De la fraccién
acuosa se obtuvieron 32.34 g después de eliminar el agua por medio de una

corriente de aire.

4.4 Aislamiento de Metabolitos

4.4.1 Aislamiento de Metabolitos de Calices

El extracto de calices se disolvié en acetona, se adsorbié en celita, se evaporo el
disolvente y se coloc6 sobre una columna de silica gel (columna A); la elucién se
inicid con hexano y se aumentd la polaridad con AcOEt. De este proceso se
obtuvieron 90 fracciones eluidas con la proporcion de disolventes indicada
(hexano:AcOEt): A1-A7 (100:0), A8-A16 (95:5), A17-A21 (90:10), A22-A32 (85:15),
A33-A42 (80:20), A43-A49 (70:30), A50-A57 (60:40), A58-A63 (50:50), A64-A70
(40:60), A71-A78 (20:80), A79-A90 (0:100). Todas las fracciones se analizaron por
medio de CCF y se reunieron las que presentaron un perfil cromatogréafico similar.
Las fracciones A1-A10 se purificaron por CC (columna B) la cual se comenzé a eluir

Pagina 22


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

con hexano aumentando su polaridad con AcOEt. Se obtuvieron 28 fracciones con
la proporcion de disolventes indicada: B1-B8 (100:0), B9-B22 (98:2), B23-B28
(96:4). Las fracciones B6-B10 se cristalizaron de AcOEt-hexano con lo cual se aislé
la mezcla de [-sitosterol/estigmasterol (65.4 mg). Las fracciones A54-A55
(140.3mg), se sometieron a CC (columna C), que se eluyé con hexano-acetona
60:40. Se obtuvieron 20 fracciones, de las cuales las fracciones C12-C18 se
purificaron por cristalizacion de AcOEt-hexano para obtener 38.3 mg de
physangilida B (1).

4.4.2 Aislamiento de Metabolitos de Hojas, Ramas y Flores

El extracto de hexano se fracciond por CC (columna D) eluida con mezclas de
hexano-AcOEt, de polaridad creciente, con lo que se obtuvieron 100 fracciones
eluidas con la relacion de disolventes (hexano:AcOEt) que se indica: D1-D12
(100:0), D13-D25 (95:5), D26-D42 (90:10), D43-D61 (85:15), D62-D65 (80:20), D66-
D76 (70:30), D77-D81 (60:40), D82-D90 (40:60), D91-D94 (20:80), D95-D100
(acetona). De Ilas fracciones D16-D21 se obtuvo la mezcla de B-
sitosterol/estigmasterol (63.4 mg) después de sucesivas cristalizaciones (AcOEt-

hexano).

El extracto de AcOEt se fracciondé mediante CC (columna E) eluida con la relacién
de disolventes (hexano:AcOEt) que se indica: E1-E9 (90:10), E10-E16 (85:15), E17-
E22 (80:20), E23-E34 (70:30), E35-E58 (60:40), E59-E66 (50:50), E67-E75 (40:60),
E76-E85 (30:70), E86-E92 (20:80), E93-E98 (0:100). Estas fracciones se analizaron
mediante CCF y se reunieron las que presentaron un perfil cromatogréafico similar.
De las fracciones E32-E35 se aisl6 physangulida B (1), después de repetidas
cristalizaciones de AcOEt-hexano. Las aguas madres de la cristalizacion de 1 fueron
reunidas con las fracciones E36-E66 y sometidas a sucesivas CC eluidas con
hexano-acetona 70:30 (columnas F-J) y cristalizaciones (AcOEt-hexano:) con lo que
se obtuvo una cantidad adicional del compuesto 1 para hacer un total de 160 mg

aislados de este extracto.
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Las fracciones E67-E98 se sometieron a CC eluida con hexano-acetona 60:40
(columna K, 102 fracciones). Las fracciones K68-K102, se purificaron mediante CC
eluida con CHCI3-MeOH 90:10 (columna L, 39 fracciones). Las fracciones L5-L15
se purificaron por cromatografia en placa preparativa de fase reversa (MeOH-H0
1:1), seguida de cristalizacion (AcOEt-hexano). Se aislaron 19.1 mg del compuesto
S.

4.5 Reacciones

4.5.1 Acetilacion de physangulida B (1).

A 50 mg de physangulida B (1) se le agregaron 0.5 mL de piridina y 0.5 mL de
anhidrido acético. La reaccibn se mantuvo en agitaciéon durante 24 horas a
temperatura ambiente, se retird0 de agitacion, se agregd hielo, y se colocé en un
embudo de separacioén, para llevar a cabo extracciones sucesivas con 5 mL de
AcOEt cada una. La fase organica se lavd con HCl 5% hasta pH acido,
posteriormente se lavé con solucién saturada de NaHCOs hasta pH basico y
después se lavo con agua hasta pH neutro. La fase organica se secé con Na>SOq
anhidro. Después de eliminar el disolvente por destilacion a presion reducida, se
obtuvieron 34.7 mg del compuesto acetilado 2 que se purificé por cristalizacion de
AcOEt-hexano.

45.2 Acetilacion de las aguas madres obtenidas de la
cristalizacién de physangulida B (1).

A 94.9 mg de las aguas madres se agregaron 0.5 mL de piridina y 0.5 mL de
anhidrido acético. La mezcla de reaccién se dejo con agitacion durante 24 horas a
temperatura ambiente, se suspendio la agitacién, se agreg6 hielo, y se colocé en un
embudo de separacioén, para llevar a cabo extracciones sucesivas con 5 mL de

AcOEt cada extraccién. La fase organica se lavé con HCI 5% hasta pH acido,
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posteriormente se lavé con solucién saturada de NaHCOs3 hasta pH bésico y
después se lavd con agua hasta pH neutro. La fase organica se secé con NazSOq
anhidro. Después de eliminar el disolvente por destilacion a presion reducida, se
obtuvieron 96.8 mg de un mezcla de compuestos entre los que se encontraba el
producto acetilado 3. Este producto se purific6 mediante una CC (hexano-acetona
85:15) y cristalizacion de AcOEt-hexano. Se obtuvieron 47.8 mg del compuesto 3.

4.6 Evaluacion de la actividad citotéxica

La citotoxicidad de los compuestos 1, 2 y 5 se evalué por el método de
sulforrodamina B [SRB] contra seis lineas celulares de cancer humano: glia de
sistema nervioso central (U-251), prostata (PC-3), leucemia (K-562), colon (HCT-
15), mama (MCF-7), y pulmoén (SKLU-1). En una placa de microtitulacion de 96
pozos se colocaron 100 pL de una suspension de células y se midié la densidad
celular (5000-7500 células/pozo). La placa se incub6 a 37 °C durante 24 horas, en
una atmosfera de CO; al 5%. En seguida, se adicionaron 100 pL de las muestras a
evaluar en solucion (DMSO) y se incub6 por 48 h en las mismas condiciones. Las
células se fijaron con una solucion de ac. tricloroacético al 10% p/v (50 uL/pozo). La
placa se incubd por una hora a 4 °C, se elimin6 el sobrenadante, se lavo con agua
destilada desionizada y se dej6é secar durante 24 h. Al término del proceso de
fijacion se adicionaron 100 puL de sulforrodamina B al 0.4% en ac. acético a cada
pozo y la placa se incub6 por 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente se
lavo la placa cinco veces con acido acético al 1%. Por ultimo, el colorante se extrajo
con solucion de base TRIS 10 mM, pH 10.5 y se dej6 secar por 24 h. Las
absorbancias se determinaron en un lector de placas a A = 515 nm. La intensidad
del color es directamente proporcional al nimero de células vivas. El porcentaje de
concentracion inhibitoria se calculé por medio de la férmula: % CI = 100 - [B / A X
100], donde A es el valor de la densidad de las células sin tratar y B el valor de la
densidad de las células tratadas [39-40].
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4.7 Constantes Fisicas y Espectroscopicas de los Compuestos
Obtenidos.

Physangulida B (1): cristales beige (AcOEt-hexano); pf 257-259°C; [a]p -39° (C:
0.202, CHCIs); IR (CHCIs) vmax. 3580, 1731, 1680 cm™*; RMN *H (CDCls, 500 MHz)

ver Tabla 1; RMN 3C (CDCls, 125 MHz) ver Tabla 2; EM-IES 509 [M + Na]*; EMAR-
BAR m/z 487.2706 [M + H]* (calculada para C2sH3907: 487.2696).

4-O-acetil-physangulida B (2): cristales incoloros (AcOEt-hexano); pf 242-245°C;
[a]lo +36°; IR (CHCI3) vmax. 3578, 1735, 1684 cm™*; RMN 'H (CDCls, 500 MHz) ver

Tabla 1; RMN 3C (CDCls, 125 MHz) ver Tabla 2; (C: 0.2, CHCIs3); EMAR-BAR m/z
528.2728 [M + H]* (calculada para CzoH400s: 528.2723).

4-O-acetil-epoxiwithandlida D (3): cristales incoloros (AcOEt-hexano); pf 255-258°C;

IR (CHCI3) vmax 3581, 1735, 1683 cm?; RMN 'H (CDCls, 500 MHz) ver Tabla 1;

RMN 13C (CDCls, 500 MHz) ver Tabla 2; EMAR-BAR m/z 529.2808 [M + H]*
(calculada para C3oH410s: 529.2801).

Acetonido de physangulida (5): cristales incoloros (AcOEt-hexano); pf 318-320°C;

[a]o-201° (C: 0.170; CHCI3); IR (CHCI3) vmax. 3580, 1723 cm}; RMN H (CDClIs, 500
MHz) ver Tabla 1; RMN 3C (CDCls, 125 MHz) ver Tabla 2; EMAR-BAR m/z
544.3032 [M + H]* (calculada para C31H440s: 544.3036).
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

Como resultado del estudio realizado se encontré que tanto los calices como las
partes aéreas (hojas, ramas y flores) de Physalis angulata L. contienen la mezcla
de B-sitosterol/estigmasterol y un compuesto nuevo al que se le dio el nombre de
physangulida B (1). También se encontré6 que los calices contienen mezclas
complejas de acilsacarosas, que no fueron separadas debido a que se contaba con
muy poca cantidad de cada mezcla. Se encontrd también que en las partes aéreas
existen, ademas de physangulida B, dos compuestos previamente descritos en la
literatura, la 24a,25a-epoxiwithandlida D (4) y la physangulida (6). El compuesto 4
se aislé como el 4-O-acetil derivado (3) y el compuesto 6 como el correspondiente

acetonido (5)

5.1 Elucidacién Estructural

De los extractos de las partes aéreas y de los calices de P. angulata se aisl6 la
mezcla de (-sitosterol/estigmasterol que se identificé por sus propiedades fisicas
(punto de fusidn) y por comparacién mediante CCF con una muestra auténtica.

5.1.1 Caracterizacion de la physangulida B (1).

La physangulida B (1) se aislo en forma de cristales beige claro con un punto de
fusién de 257-259 °C. Su rendimiento respecto al peso del material vegetal seco fue
de 0.060% en hojas, ramas y flores, y de 0.065% en calices. Este compuesto
presenté en su espectro de IR (Espectro 1) una banda en 3580 cm™ representativa
de grupos hidroxilo, banda de cetona conjugada en 1680 cm™ y de grupo éster o &-
lactona saturada en 1731 cm™. Se le asigné la férmula molecular C2sH3sO7 debido
a que su espectro de masas (EM-IES) present6 un ion pseudomolecular de m/z 509
[M+Na]*, ademas de que en el espectro de alta resolucion (EMAR-BAR) present6
un i6n pseudomolecular [M+H]* de m/z 487.2706 (calculada para CzsHz907:
487.2696). En el espectro de RMN 2C (Espectro 2) presentd sefiales para 28
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carbonos de los cuales, cinco corresponden a metilos, seis a metilenos, nueve a
metinos y ocho a carbonos no protonados; entre estos Ultimos estd C-1 que
corresponde a la cetona conjugada (8¢ 201.6). En el espectro de RMN *H (Espectro
3) se observan 2 sefiales (06n 6.21, d, J = 10.0 Hz; 61 6.92, dd, J = 10.0, 6.0 Hz) que
por el desplazamiento observado se atribuyen a los protones vinilicos a (H-2) y B
(H-3) de la cetona a,B-insaturada. Se observa también una sefial en &4 3.74 (d, J =
6.0 Hz) correspondiente a H-4. En el espectro COSY (Espectro 4) se observan las
correlaciones de H-4 con H-3 y de H-3 con H-2. En el espectro HMBC (Espectro 5)
se observan las correlaciones de C-1 con H-3 y con los protones de un metilo (&n
1.38, CH3-19). Estos ultimos a su vez correlacionan con C-9 (6¢c 43.8), C-10 (dc
47.8) y con un carbono no protonado y base de epoxido C-5 (8¢ 64.0), el otro
carbono base de epoxido corresponde a un metino y se atribuy6 a C-6 (&¢ 62.1), al
presentar el hidrégeno unido a él, H-6, una sefial en &x 3.22 como un triplete ancho.
La posicion de este hidrogeno se confirma por sus correlaciones con C-4 (6¢c 70.1),
C-7 (6c 31.1) y C-8 (6c 29.3) en el espectro HMBC. Los desplazamientos quimicos
de C-4 y H-4 indican que existe un grupo hidroxilo en esa posicion. Lo anterior
permitio establecer que el compuesto 1 contiene un fragmento como el que se ilustra

en la Figura 18.

Figura 18. Correlaciones observadas en el espectro HMBC para los anillos A

y B de physangulida B (1).

La orientacién del grupo 5,6-epoxi fue establecida como B, al igual que la orientacién
del hidroxilo en C-4, debido a que en el espectro NOESY (Espectro 6) se observa

una fuerte interaccion entre las sefiales de H-4 y H-6, ademas de que se ha descrito
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gue cuando el epoxido es B las constantes de acoplamiento con H-7 y H-7" son
menores de 3 Hz, mientras que cuando su orientacion es a son de 5.0y 3.6 Hz [41];
como ya se menciono, en el caso de 1, la sefial de H-6 es un triplete ancho, con
constantes de acoplamiento de 2.0 Hz, lo que es congruente con una orientacion 3
del epoxido.

La physangulida B (1) posee una &-lactona cuya presencia se dedujo de la sefial de
un carbonilo en &¢c 175.4 que se atribuy6 a C-26, asi como de la sefial de un protén
base de lactona (H-22) en &1 4.57; esta Ultima se presentdé como una sefial doble
de doble (J = 3.0, 1.5 Hz) por sus interacciones con los protones de C-23 (&n 2.50,
H-23 y dn 2.20, H-23"), observadas en el espectro COSY. En el espectro de RMN
13C se observan sefiales para cuatro carbonos base de oxigeno, tres no protonados
(6c 88.4, C-20; 6c 80.6, C-24; &¢c 77.8, C-25), y uno correspondiente a un metino
gue se asigno al carbono base de lactona C-22 (6c 84.0); dos carbonos de grupos
metilo (6c 19.9, C-27 y &c 19.5, C-28); y un carbono de metileno (¢ 37.6, C-23).
Estas asignaciones tuvieron como base las correlaciones H-C a dos y tres enlaces,
observadas en el espectro HMBC (Espectro 5), de H-22 con C-20, C-24 y C-26; de
H-23 con C-20, C-22, C-24 y C-25; de H-23" con C-24 y C-25; de H-28 con C-23, C-
24y C-25; y de H-27 con C-24, C-25y C-26 (Figura 19).

28

Figura 19. . Correlaciones observadas en el espectro HMBC para la cadena
lateral de physangulida B (1).
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Por otro lado, en los espectros de RMN 'H y 3C se observaron sefiales para dos
grupos metilo adicionales, que fueron asignadas a los metilos 18 (61 0.70 s, &c 14.7)
y 21 (01 1.23 s; dc 23.3). En el espectro HMBC, los protones de C-18 correlacionaron
con el carbono de un metileno cuya sefial se observo en d¢ 38.3 y fue asignada a
C-12. Los protones de C-18 también mostraron correlaciones con los carbonos de
dos metinos en ¢ 55.8 (C-14) y &c 54.4 (C-17) y con un carbono cuaternario en dc
41.6 (C-13). A su vez los protones del CH3-21 correlacionaron con C-17, C-20 y C-
22 (Figura 20).

MV

Figura 20. Principales correlaciones observadas en el espectro HMBC para

los anillos Cy Dy lacadena lateral de physangulida B (1).

La existencia de un grupo 20,24-epoxi y con ello de un anillo de tetrahidrofurano en
1, se dedujo del desplazamiento quimico de los carbonos C-20y C-24, asi como de
las constantes de acoplamiento de H-22 (6w 4.57, J = 3.0, 1.5 Hz) con H-23 y H-23’
(6w 2.50, J = 13.5, 1.5 Hz, H-23; 64 2.19, J = 13.5, 3.0, H-23"). Estas constantes de
acoplamiento son muy parecidas a las que se presentan en withanélidas aisladas
del género Datura en las que existe un anillo de tetrahidropirano originado por la
formacion de un grupo 21,24-epoxi [42-43]. Cuando no existe este anillo, H-22

presenta constantes de acoplamiento de alrededor de 12.0 y 4.0 Hz. Ademas, de la
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férmula molecular de 1 se dedujo un indice de insaturacion de 10, lo cual apoya la

presencia del anillo.

Por otra parte, las interacciones en el espectro NOESY entre los protones de los
metilos 18 y 21 permitieron establecer una orientacidén beta para la cadena lateral
en C-17. Adem4s, se propuso que el oxigeno en C-20 tiene una orientacion beta
como la que presentan todas las withandlidas con un grupo hidroxilo en dicha
posicion [12]. La configuracién de C-24 y de C-25 se propuso al considerar que
biogenéticamente, el compuesto 1 puede provenir del ataque del hidroxilo en C-20
al C-24 de una 24,25-epoxilactona, y en las withandlidas con un grupo 24,25-epoxi
aisladas hasta el momento el epdxido presenta una orientacion alfa. De este modo
se dedujo que la estructura de 1 es la que se muestra en la Figura 21.

Figura 21. Estructura de la physangulida B (1).

5.1.2 Caracterizacion de la 4-O-acetilphysangulida B (2).

De la acetilacion del compuesto 1 se obtuvo como unico producto el derivado 2.
Este producto mostré en el espectro de IR (Espectro 7) una banda en 3578 cm™
asignada a un grupo hidroxilo, una banda de cetona conjugada en 1684 cm™ y otra
banda en 1735 cm! para grupos éster y lactona. Su espectro de masas de alta
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resolucién presenté un ién molecular de m/z de 528.2728 [M]*, el cual es consistente
con la férmula molecular Cs3oH400s (calculada para CsoHs0Os: 528.2723). Los
espectros de RMN H (Espectro 8) y 13C (Espectro 9) presentaron sefiales para un
grupo acetato (dn 2.04, s, 3H; &¢ 170.1, 20.8); ademas, en el espectro de RMN H
se observo que la sefial de H-4 se desplazd a campo bajo (6n 4.63, d, J = 6.0 Hz)
con respecto a la del compuesto 1. El resto de las sefales y las correlaciones que
se observaron en los espectros (Espectros 10-12) son practicamente iguales a las
de 1. Con lo anterior se lleg6 a la conclusion de que 2 presenta una estructura como

la que se ilustra en la Figura 22.

OAc
Figura 22. Estructura de la 4-O-acetil physangulida B (2).

5.1.3 Caracterizacion de la 4-O-acetil-24 a,25a-epoxiwithandlida D (3).

El derivado acetilado 3 se aislé de la mezcla de reaccién producto de la acetilacion
de las aguas madres de 1. Este producto mostré en el espectro de IR (Espectro 13),
una banda para grupo hidroxilo en 3581 cm*, una banda de cetona conjugada en
1683 cm? y de grupo éster y lactona en 1735 cm™. Su férmula molecular se
determind como CzoH400s con base en el ion pseudomolecular [M + H]* de m/z
529.2808 (calculada para CzoH410sg: 529.2801), observado en su espectro de masas
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de alta resolucién. Los espectros de RMN H (Espectro 14) y 3C (Espectro 15) del
compuesto 3 mostraron sefiales que fueron practicamente iguales a las del derivado
2 (Tablas 1 y 2) en lo que respecta a las sefiales de los anillos A, B, C y D del
esteroide y el grupo 4-O-acetil (01 2.05, s, 3H; d¢ 170.1, 20.8; o1 4.65, d, J = 6.0 Hz,
H-4), pero mostraron diferencias en las sefales de la cadena lateral. Asi, en el
espectro de RMN de *3C del compuesto 3 las sefiales de C-24 y C-25 se observaron
en 8c 62.6 y dc 59.2 indicando la presencia de un grupo 24,25-epoxi; la seial de C-
20 se observo en 04 75.0, por lo que se propone un grupo hidroxilo en esta posicion.
En el espectro de RMN *H; la sefial de H-22 (3w 4.38) es un doble de doble con J =
12.5, 3.5 Hz, lo cual indica acoplamientos de tipo axial-axial y axial-ecuatorial con
los hidrogenos de C-23 (&n 2.15 H-23 y d4 2.01 H-23"), En el espectro HMBC
(Espectro 17) se observaron las correlaciones de los hidrogenos del CH3-27 (8w
1.57) con C-24, C-25y C-26 (6c 169.4), asi como las de los hidrogenos del CHs-28
con C-23 (6c 30.6), C-24 y C-25 (Figura 22).

Figura 22. Correlaciones observadas en el espectro HMBC para la cadena
lateral de la 4-O-acetil-24a,25a-epoxiwithanélida D (3)

Con base en lo anterior, el producto 3 fue caracterizado como la 4-O-acetil-24a,25a-
epoxiwithandlida D (Figura 23), un derivado del producto natural 24,25-
epoxiwithandlida D (4) aislado previamente de P. angulata [23].
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28

27

18

-I||||H

3 R=Ac
OR 4 R=H
Figura 23. Estructuras de 4-O-acetil-24a,25a-epoxiwithandlida D (3) y
24a,25a-epoxiwithandlida D (4).

5.1.4 Caracterizacion del aceténido de physangulida (5).

El compuesto (5) se aislo en forma de cristales incoloros con un punto de fusion de
318-320 °C, y con un rendimiento de 0.0071 % respecto al peso del material vegetal
seco. Este compuesto presentd en su espectro de IR (Espectro 18) bandas de
absorcién para grupos hidroxilo en 3580 cm™ y grupos éster o lactona en 1723 cnr
1, Su espectro de masas de alta resoluciéon present6é un ién molecular [M]* de m/z
544.3032 (calculada para C31H440s: 544.3036), con base en el cual se le asigno la
formula molecular C31H440s. En el espectro de RMN 3C (Espectro 19) present6
sefales para 31 carbonos, siete de los cuales corresponden a metilos, siete a
metilenos, ocho a metinos y nueve a carbonos no protonados. Entre estas uUltimas
se encuentra la seial del carbonilo de una cetona no conjugada, que fue asignada
a C-1 (dc 207.4). En el espectro de RMN *H (Espectro 20) se observan dos sefiales
(6w 2.80, dd, J = 13.5, 5.5 Hz; d4 2.35, dd, J = 13.5, 1.0 Hz) que por su
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desplazamiento quimico, se atribuyen a dos protones alfa al grupo carbonilo (H-2 y
H-2"). Se observa también una sefial en &4 4.64 (ddd, J = 6.5, 5.5, 1.0 Hz), la cual
presenta correlaciones en el espectro COSY (Espectro 21) con H-2 y H-4 (dn 3.85
d J = 6.5 Hz) por lo que se asign6 a H-3. Los desplazamientos de las sefiales de H-
3y H-4 indican que ambos carbonos estan unidos a oxigeno. Las sefiales para dos
grupos metilo y un cetal (on 1.39, 8¢ 26.1, CHz-12; &1 1.28, dc 24.7, CH3-33; 8¢ 110.3,
C-29) en los espectros de RMN *H y 13C del compuesto 5 revelaron la existencia de
un grupo aceténido en la molécula. En el espectro HMBC (Espectro 22) se observan
las correlaciones de H-2, H-2" y H-3 con C-1, asi como la de H-3 con C-22 del grupo
acetonido; se observan también las correlaciones de H-4 con C-2, C-3 (8¢ 75.6), C-
5 (6c 61.1), C-6 (6c 57.1) y C-10 (¢ 50.3), estableciendo la posicion del acetonido

en los carbonos 3y 4 (Figura 25).

~
e
H

Figura 25. Correlaciones observadas en el espectro HMBC para los anillos A
y B del aceténido de physangulida (5).

La configuracién de C-3 y C-4 se dedujo de las correlaciones de H-3 con H-2, H-2',
H-4 y CHs-32, asi como las de H-4 con H-3, H-6 y CH3-32, observadas en el espectro
NOESY (Espectro 23), las cuales indican una orientacion beta del grupo acetonido,
especialmente la correlacion de H-4 con H-6 que solo es posible si la orientacion de

H-4 es alfa.
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Por otra parte, como se puede ver en las tablas 1 y 2 las sefiales de los hidrogenos
y carbonos del resto de la molécula del compuesto 5 son muy similares a las de los
compuestos 1 y 2, por lo que se propone que su estructura es la ilustrada en la
Figura 26. El compuesto 5 no es un producto natural sino un artefacto formado

durante el proceso de aislamiento a partir del producto natural 6.

S
S
S

L

Q,
([ S
(6]

«

OH 6

Figura 26. Estructuras del aceténido de physangulida (5) y physangulida (6).

Existen pocos withaesteroides con un 3(3,4B-diol en el anillo A; al revisar la literatura
se encontré que un compuesto con estas caracteristicas fue aislado de Physalis
angulata [25]. Este compuesto que fue denominado physangulida y al que se asigné
la estructura 7 (Figura 27), fue proclamado como el primer 22S-withaesteroide. Al
comparar los datos de RMN del compuesto 5 con los publicados para la
physangulida, se encontré una gran similitud en los correspondientes a los anillos
B, C, Dy ala cadena lateral (Tabla 1). Por lo anterior, y con base en las evidencias
espectroscopicas discutidas en este trabajo para los compuestos 1, 2 y 5, la
physangulida debe contener un anillo de tetrahidrofurano y una configuracion R en
C-22; por lo que su estructura se establece como 6 (Figura 26). En consecuencia,

al derivado 5 se le denomina aceténido de physangulida.
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Figura 27. Estructura asignada originalmente a physangulida [25].

Pagina 37


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

Tabla 1. Datos espectroscépicos de RMN 3C de los compuestos 1-3,5y 7

(125 MHz, CDCl3, & en ppm)

Carbono 1 2 3 5 52 72 [25]
1C 201.6 200.7 201.1 207.4 208.0 210.3
2 CH 132.7 134.1 133.9 41.95 42.65 44.15
3CH 1414 1394 139.7 72.9 756 69.2
4 CH 70.1 72.4 72.2 80.8 81.4 78.8
5C 64.0 61.1 61.0 61.1 61.3 65.2
6 CH 62.1 60.1 60.2 57.1 57.2 58.7
7 CHz 311 31.0 31.0 315 314 316
8 CH 29.3 29.1 29.0 28.9 29.3 29.7
9 CH 43.8 43.8 44.1 43.4 43.6 43.2
10C 47.8 48.2 48.2 50.3 505 51.0
11 CHz 214 20.7 211 20.2 20.7 21.3
12 CHz 38.3 38.2 39.3 38.0 385 38.7
13C 41.6 415 42.6 41.6 41.9 41.9
14 CH 55.8 55.9 565 55.9 56.0 56.2
15 CHz 238 238 23.7 23.7 241 24.2
16 CHz 23.2 23.2 22.0 23.2 238 238
17 CH 54.4 54.4 54.8 54.4 54.9 54.9
18 CHs 147 147 13.459 147 147 146
19 CHs 17.0 153 156 139 145 154
20C 88.4 88.3 75.0 88.3 885 78.0
21 CHs 23.3 23.2 20.3 23.2 23.3 20.1
22 CH 84.0 83.9 79.1 83.9 83.9 83.9
23 CHz 376 376 306 376 374 375
24C 80.6 80.6 62.6 80.6 82.0 81.9
25C 778 778 59.2 778 78.0 885
26 C 1754 1754 169.4 1754 175.7 1756
27 CHs 19.9 20.0 13517 20.0 20.1 196
28 CHs 195 195 176 195 196 23.3
4-0-Ac 2081 508 1701

170.1
o, 24.7,26.1, | 24.9,26.6

1103 110.0

apDeterminado en CsDsN; ? CHo.
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Tabla 1. Datos espectroscépicos de RMN 'H de los compuestos 1-3 y 5.
(500 MHz, CDCl3, & en ppm)

H 1 2 3 5
2 6.21d (10.0) 6.25d (10.0) 6.24 d (10.0) 2.80 dd (13.5, 5.5)
2 2.35dd (13.5, 1.0)
3 6.92 dd (10.0, 6.0) 7.02 dd (10.0, 6.0) 7.03 dd (10.0, 6.0) 4.64 ddd (6.5, 5.5, 1.0)
4 3.74 d (6.0) 4.63 d (6.0) 4.65 d (6.0) 3.85d (6.5)
6 3.221(2.0) 3.21t(2.0) 3.21t(2.0) 3.21t(2.0)
7 | 2.14 ddd (15.0, 4.0, 2.0) | 2.17 ddd (15.0, 4.0, 2.0) | 2.18 ddd (15.0, 4.0, 2.0) | 2.28 ddd (15.0, 4.0, 2.0)
77 |1.29 ddd (15.0, 11.5, 1.5) | 1.30 ddd (15.0, 11.0, 1.5)|1.29 ddd (15.0, 11.0, 1.5) 1.30m
8 1.49 cd (11.5, 4.0) 1.46 cd (11.0, 4.0) 1.48 m 1.49 cd (11.0, 4.0)
9 0.98 m 0.87 td (11.0, 4.0) 0.84m 0.87m
11 1.79 m 1.68m 1.68m 1.68m
11 1.38m 1.40m 1.46 m 1.28m
12 1.69 m 1.70m 1.94m 1.68m
12 1.39m 1.33m 1.13m 1.30m
14 0.99 m 0.99 ddd (12.0, 11.0, 7.0)|0.93 ddd (12.5, 11.0, 7.0)| 0.99 ddd (12.5, 11.0, 7.5)
15 1.68m 1.71m 1.64m 1.72m
15 1.14m 1.14m 1.18m 1.16 m
16 1.76 m 1.77m 1.93m 1.78m
16 1.76 m 1.77m 1.60m 1.78m
17 1.64m 1.63m 153 m 1.64m
18 0.70 s 0.70 s 0.81s 0.68s
19 1.38s 1.37s 1.38s 1.28s
21 1.23s 1.22s 1.18s 1.22s
22 457 dd (3.0, 1.5) 4.56 dd (3.0, 1.0) 4.38 dd (12.5, 3.5) 4.55 dd (3.0, 1.5)
23 2.50 dd (13.5, 1.5) 2.51 dd (13.5, 1.0) 2.15 dd (14.5, 3.5) 2.51 dd (13.5, 1.5)
23 2.19 dd (13.5, 3.0) 2.20 dd (13.5, 3.0) 2.01 dd (14.5, 12.5) 2.20 dd (13.5, 3.0)
27 147 s 147 s 157s 1.48s
28 1.34s 1.35s 1.49s 1.35s
4-OH 254s
25-OH 258s 2.42s
4-OAc 2.04s 2.05s
CsHs02 1.39s,1.28 s
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5.2 Actividad bioldgica

Se llevé a cabo un ensayo preliminar para evaluar la actividad citotoxica de los

compuestos 1, 2 y 5 contra 6 lineas celulares de cancer humano: glia de sistema

nervioso central (U251), prostata (PC-3), leucemia (K562), colon (HCT-15), mama
(MCF-7) y pulmon (SKLU-1) por la técnica de sulforrodamina B (SRB). Los
resultados se muestran en la Tabla 3. Como se puede apreciar los compuestos 1y

2 mostraron un 100 % de inhibicién del crecimiento en las seis lineas, mientras que

el compuesto 5 presentd una actividad citotoxica escasa.

Tabla 3. Resultados del ensayo preliminar de la actividad citotoxica de las

withandlidas 1, 2y 5.

Compuesto % de inhibicion del crecimiento por linea celular (20 uM)
U251 PC-3 K562 HTC-15 | MCF-7 | SKLU-1
Physangulida B (1) 100 100 100 100 100 100
4-O-Physangulida B (2) 100 100 100 100 100 100
Acetonido de physangulida (5) 8.65 6.8 29.14 16.21 7.98 11.71
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6. CONCLUSIONES

Tanto los calices como las partes aéreas (hojas, ramas y flores) de Physalis

angulata L. contienen acilsacarosas, esteroles y withanolidas.

La poblacién de Physalis angulata objeto de este estudio contiene un nuevo
withasteroide perteneciente al grupo de las withandlidas al que se le dio el
nombre de physangulida B (1). Esta es la primera withandlida para la que se

describe un puente etéreo entre C-20 y C-24.

La poblacién de P. angulata analizada también biosintetiza dos withandlidas
ya descritas en la literatura, 24,25-epoxiwithandlida D (4) y physangulida (6).

El analisis de los datos espectroscépicos del acetonido de physangulida (5)
aislado en este estudio llevé a la correccién de la estructura asignada
inicialmente a physangulida.

La poblacién de Physalis angulata que se analizé en este trabajo presentd
una composicioén similar a la encontrada en la poblacion de Uzbekistan, pero

diferente a la de otras poblaciones que han sido analizadas.

Physangulida B (1) y su derivado acetilado (2) presentaron una actividad
citotoxica relevante, mientras que el acétonido de physangulida (5) present6

una actividad escasa.

Las withanolidas que presentaron mayor actividad citotoxica contienen en el

anillo A una cetona conjugada, asi como un grupo 5,6 5-epoxi en el anillo B.
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Espectro 1. IR de physangulida B (1).
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Espectro 18. IR del acetéonido de physangulida (5).

Pagina 66


http://www.novapdf.com/
http://www.novapdf.com/

"
il
ma
i — — S S——
T 1 . N :
1408 L B
(L 20
e
mi ——
W
(3L ) —
138 1
My
nios
g
(LI Y —
(0 B3 " — —
e
M
" . N o
(34 0 L)
e
Mo
fmM'n
LI L

a "

s

Espectro 19. RMN 13C del acetonido de physangulida (5).
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