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INTRODUCCION

La evolucién de los organismos vivos origind una gran diversidad de especies,
las cuales sintetizan, como parte de su metabolismo, una amplia gama de
compuestos quimicos como mecanismo de defensa y desarrollo; tales compuestos
son conocidos como Productos Naturales [1]. Su investigacion ha permitido el
aislamiento y caracterizacion de diversas substancias gracias a que en los ultimos
dos siglos se desarrollaron métodos experimentales reproducibles que facilitaron la
purificacion y la determinacion estructural de las substancias [2]. Algunos de estos
compuestos tienen potencial aplicacion en la terapéutica y a nivel industrial. Es
reconocido que los Productos Naturales (PN) desempefan un papel importante en
las interacciones ecologicas, ya que constituyen un medio de comunicaciéon con
insectos, microorganismos y otras plantas. Adicionalmente son empleados de
manera frecuente como marcadores taxonémicos, ya que permiten obtener perfiles

quimicos que contribuyen a su caracterizacion [3].

En México habita una gran diversidad de especies vegetales, entre ellas
destacan las incluidas en la familia Euphorbiaceae, entre las que se encuentran la
nochebuena, la chaya y el ricino, entre muchas otras. Uno de los géneros de
euforbiaceas es Sebastiania, a partir del cual se han aislado triterpenos, cumarinas,
flavonoides y alcaloides [4—14]. Sin embargo, para la especie S. longicuspis,
presente en ciertas regiones de México, Belice y Guatemala, no se han realizado

estudios previos para determinar su perfil quimico.



1. MARCO TEORICO

1.1 Papel de los Productos Naturales en las interacciones ecoldgicas

La evolucién de las especies ha propiciado una co-evolucién entre muchas de
ellas. Ejemplo de esto es la relacion que existe entre planta-insecto, planta-planta o
planta-microorganismo, la cual ha permitido el desarrollo de estrategias de defensa
con la finalidad de reducir la herbivoria, evitar dafo fisico, atraer insectos
polinizadores, establecer relaciones simbidticas, etc [15]. Por otro lado, la
interaccion con factores abidticos desencadena en las plantas mecanismos de
defensa frente a estos elementos [16]. Las relaciones que existen entre diversas
especies vegetales y la competitividad por los recursos han llevado al desarrollo de
mecanismos de defensa entre los se encuentran la producciéon de substancias
quimicas (fendémeno de alelopatia) [17], que pueden actuar como agentes toxicos,
repelentes, o que retardan el desarrollo de insectos, plantas vecinas u organismos
patdogenos, o la proteccion mecanica basada modificaciones en la estructura
morfolégica de las plantas que incluyen pelos, tricomas, espinas y hojas mas

gruesas [18, 19].

Los compuestos quimicos presentes en los organismos vivos se conocen
como Productos Naturales [1]. Uno de los primeros reportes sobre el aislamiento de
Productos Naturales fue realizado por Carl W. Scheele el cual entre 1742 y 1786
aislé acido lactico, malico, citrico y tartarico (obtenidos de la leche, las manzanas,
el limén y las uvas en orden correspondiente) [20]. A la par de estos
descubrimientos, Friedrich Sertlrner (1783 — 1841), aislo en 1805 la morfina a partir

del opio (Papaver somniferum). Posteriormente entre 1817 a 1821, Joseph B.



Pelletier y Pierre J. Caventou aislaron alcaloides provenientes de varias especies

vegetales, como la emetina, la estricnina y la quinina [21].

Los importantes descubrimientos de las actividades medicinales de ciertos
productos naturales constituyeron los antecedentes que favorecieron que en la
década de los 60°s del siglo pasado el Instituto Nacional del Cancer de los Estados
Unidos iniciara un programa de investigacion en el cual se evaluaron 114,000
extractos de diferentes plantas con la finalidad de encontrar nuevas alternativas
terapéuticas para el tratamiento del cancer. Como algunos resultados de este
programa de investigacion, se aislaron los compuestos paclitaxel a partir de Taxus

brevifolia y camptotecina a partir de Camptotheca acuminata [22].

1.2 Estudios fitoquimicos

Existe un gran interés en el estudio de los Productos Naturales debido a su
importancia en diversos topicos como la quimiotaxonomia, la fisiologia, la ecologia,
los alimentos, la agronomia, y los estudios etnomédicos. El estudio de los productos
Naturales es una actividad interdisciplinaria que involucra a la quimica y diversas

ramas de la biologia [19].

Los Productos Naturales son moléculas que se derivan de rutas del
metabolismo, tales como la glucdlisis y ciclo de Krebs. Estas moléculas poseen una
amplia variedad estructural y se biosintetizan de forma constitutiva y especifica para
cada tipo de 6rgano, tejido o tipo celular, existiendo también aquellos que se
biosintetizan de forma inducida, de acuerdo al entorno ecoldgico. La variedad
estructural que existe en los Productos Naturales determina diferentes perfiles

metabdlicos entre especies, entre los miembros de una poblacion y entre los



diferentes 6rganos de la planta, la cual es parte de la estrategia de adaptacion que

han desarrollado las plantas [13].

Uno de los métodos empleados para la clasificacion de las plantas se basa en
la comparacion de las caracteristicas morfolégicas y anatémicas del material
vegetal, y se le denomina “sistema natural”. Sin embargo, como se menciono con
anterioridad, la evolucion es responsable de una gran diversidad de especies
vegetales y de los Productos Naturales que contienen debido a la convergencia y
divergencia entre especies lo que provoca dificultades para una clasificacion
taxondmica. El conocimiento de la estructura molecular de los PN presentes en una
especie determinada constituye una herramienta adicional para la caracterizacién y

clasificacion taxondémica [23].

1.3 Importancia de los Productos Naturales en la taxonomia

Mediante estudios quimicos es posible obtener informacién de las
substancias quimicas presentes en las especies vegetales que puede ser empleada
como una herramienta, que en conjunto con la descripcion morfolégica, citolégica,
embrioldgica, anatomica y molecular permiten delimitar los denominados “taxa” los
cuales son grupos basados en similitudes principalmente morfolégicas y citolégicas
0 cuyos caracteres morfolégicos muestran relaciones reticuladas. Estos estudios
son una herramienta que ayudan a la resolucion de problemas taxondémicos y
permiten establecer las relaciones filogenéticas a nivel interespecifico, intergénero
y familia, y permite obtener una delimitacion mas aproximada y robusta de su
taxonomia. Estas relaciones se establecen entre especies vegetales que poseen
metabolismos similares y se encuentran fuertemente interrelacionadas, por lo cual

se plantea que biosintetizan Productos Naturales con similitud estructural [24].



Productos Naturales como el acido citrico, la glucosa, aminoacidos, etc.
forman parte del metabolismo celular, por lo que se encuentran en todas las plantas,
y tienen poco valor taxondmico. Sin embargo, otro tipo de productos Naturales
surgen de la adaptacion de los organismos como una respuesta de defensa a
factores bidticos y abioticos, y su presencia es mas restringida, por lo que se utilizan
como herramientas taxonomicas. En el caso de las plantas las principales moléculas
empleadas para esta delimitacién incluyen compuestos de tipo fendlico, alcaloides

y terpenoides [24, 25].

El estudio del contenido quimico se ha empleado para reforzar
investigaciones que sustentan el analisis taxonémico, ejemplo de ello son los
estudios taxondmicos del género Alchornea (Euphorbiaceae), donde se ha
planteado que la presencia de lignanos y taninos tiene valor taxonémico [26]. Por
otra parte, en géneros como Croton se han identificado moléculas de tipo alcaloide
como marcadores taxondémicos [27, 28], mientras que en el género Euphorbia los

diterpenos son empleados como marcadores [29, 30].

1.4 Generalidades sobre la familia Euphorbiaceae

Entre las angioespermas, la familia Euphorbiacea es una de las que
presentan mayor variedad morfologica. Esta familia se encuentra constituida por 5
subfamilias, 49 tribus, 317 géneros y cerca de 8100 especies distribuidas
principalmente en zonas tropicales [31]. Entre los géneros mas diversos de esta
familia se encuentran: Euphorbia con 1000 especies, Chamaesyce con 250,

Sebastiania con 158 y Sapium, que cuenta con 100 [10, 31].

América posee la mayor diversidad taxonémica con el 52.17 % de los

géneros. En México se han identificado 50 géneros y 826 especies de las cuales el



55.52% son endémicas, ubicandola como la sexta familia con mayor diversidad
taxondmica en el pais. Las especies pertenecientes a esta familia se localizan
principalmente en los estados de Chiapas, Guerrero, Jalisco, Michoacan, Nayarit,
Oaxaca, Puebla, Sinaloa, Sonora, Tamaulipas y Veracruz [31]. Una de las
caracteristicas de esta familia es la produccion de latex constituido hasta en un 30%
de terpenos (principalmente triterpenos), de los cuales se han identificado mas de
50 tipos (tetra y pentaciclicos). Estos compuestos también han sido aislados a partir
de otras partes del material vegetal tales como corteza, tronco, flores, hojas, raices

y tallos [32].

1.5 Usos de especies de la familia Euphorbiaceae

Diversas plantas pertenecientes a la familia Euphorbiaceae se emplean en
ciertas regiones de México y el mundo con fines terapéuticos (Tabla 1) alimenticios,
industriales u ornamentales; asignandoles nuevas aplicaciones cada dia como
resultado de la investigacion continua. Manihot esculenta, conocida como casava o
yuca, es un geénero nativo de Sudamérica y del sur y occidente de México, que
constituye un alimento basico para alrededor de 500 millones de personas a nivel
mundial y representa una fuente importante de hidratos de carbono [33]. Hevea
brasiliensis es la fuente de aproximadamente el 99 % del caucho natural a nivel
mundial. Esta planta, originaria de Brasil, Bolivia, Peru, Colombia, Ecuador,
Venezuela y la Guyana francesa, actualmente se cultiva en las zonas tropicales de
Asia, Africa y América [34]. Jatropha curcas es una especie nativa de América
central que ha sido introducida en Africa y Asia; su aplicacién industrial se basa en
el empleo del aceite extraido de dicha especie vegetal para la produccion de

bioenergéticos (biodiésel) [35, 36]. Cabe mencionar que aunado a su uso como



fuente de bioenergéticos, ciertos estudios han demostrado que esta especie ha sido
empleada, como agente terapéutico para el tratamiento de enfermedades como
cancer e infecciones gastrointestinales y respiratorias [37]. Otro uso que se da a
algunas plantas de la familia Euphorbiaceae es el ornamental, ejemplo de ello es
Euphorbia pulcherrima (nochebuena) una de las plantas mas importantes a nivel
mundial empleada como simbolo navidefio, originaria de México y Guatemala. Esta
especie tiene gran importancia econdmica y cultural [38]. Especies como Croton
floribundus, Croton nepetifolius, Euphorbia comosa, Microstachys corniculata tienen
aplicacion potencial en pinturas, barnices y lubricantes industriales, y debido a su
alto contenido de acidos grasos saturados Sapium glandulosum representan una
alternativa para la produccién de jabones y detergentes. Otras especies como
Actinostemon concolor, Stillingia trapezoidea, Sapium glandulosum representan

alternativas viables para la produccion de biodiésel [36].

En lo referente a usos terapéuticos, diversas plantas de la familia
Euphorbiaceae son empleadas a nivel mundial para aliviar diversas patologias. Una
de las plantas mas conocidas a nivel mundial es Ricinus communis originario de
Africa oriental e India y conocido cominmente como ricino, esta especie es una
fuente de aceite que se emplea con fines industriales y cosméticos [35] pero también
es utilizada en el tratamiento de ciertos padecimientos la como indigestion y la fiebre

[39]; actualmente el cultivo de esta planta se realiza a nivel mundial.



Tabla 1. Especies de la familia Euphorbiaceae empleadas en el tratamiento de
ciertas enfermedades

Género y Especie Nombre comun Uso terapéutico

Cnidoscolus aconitifolius Chaya enfermedades venéreas [40]
. Pomolche, Gingivitis, enfermedades
Jatropha gaumeri o : .
piAdN infecciosas [40]
Acalypha hederacea Hierba del Inflamacion y heridas [39]
pastor
. Diabetes, inflamacion y
Cnidoscolus chayamansa Chaya obesidad [39]
: Sangre de Inflamacioén, heridas y
Jatropha neopauciflora grado erupcion [39]
Croton draco Sangrei de
dragon
Euphorbia golondrina Golondrina
Euphorbia tithymaloides itamo Real
Jatropha gossypiifolia Jatrofa Obesidad [40]
Jatropha urens Mala mujer
Haba de San

Hura polyandra

Ignacio

Reumatismo, gingivitis y




1.6 Generalidades sobre el género Sebastiania

El género Sebastiania (Tabla 2) posee 158 especies distribuidas en regiones
tropicales de Africa y América, en México se encuentran principalmente al sur de
nuestro pais. De las especies descritas, solo S. commersoniana, S. corniculata, S.
brasiliensis, S. argutidens, S. adenophora, S. pavoniana y S. schottiana han sido
objeto de investigacidon quimica. A partir de estos estudios se han aislado
compuestos de tipo triterpeno, cumarina, flavonoide y alcaloide [6, 10, 11], algunos
de los cuales han mostrado actividad como agentes antidiarreicos, antibacterianos,

antifungicos, analgésicos y antivirales [6, 11, 31, 42].

Tabla 2. Clasificacion taxondmica del género Sebastiania

FAMILIA EUPHORBIACEAE
Tribu Hippomaneae
Subfamilia Euphorbioideae

Género Sebastiania




1.7 Principales componentes quimicos presentes en el género Sebastiania

1.7.1 Terpenos

Otro grupo de compuestos aislados de plantas pertenecientes al género
Sebastiania son los triterpenos, moléculas a base de unidades isopreno sintetizadas
através de dos vias: la ruta del mevalonato y la del fosfato de 2-metil-D-eritrol (FME)
[43]. Compuestos como estigmasterol 1, B-sitosterol 2, lupeol 3, B-amirina 4, B-
amirona 5, lupenona 6, taraxerol 7, taraxerona 8, moretenona 9, glutinol 10, o-
amirina 11, olean-13(18)-en-3-ol 12, ergosterol 13 (Figura 1) han sido aislados de

diferentes especies de este género.

1.7.2 Compuestos fendlicos

Entre los compuestos aislados a partir de especies de Sebastiania se
encuentran compuestos fendlicos que incluyen flavonoides y cumarinas entre otros.
Del género Sebastiania se han aislado los siguientes compuestos de tipo
flavonoides: quercetina 14, kaempferol 15, isoramnetina 16, isoquercetina 17, rutina
18, con esqueleto de cumarina como la escopoletina 19, y de tipo fendlico como:
acido protocatecuico 20, acido 4-hidroxi-3,5-dimetoxi benzoico 21, siringato de
metilo 22, 4cido galico 23, acido cafeico 24, corilagina 25, gallicina 26, acido elagico

27, 3,4,8,9,10-pentahidroxi-dibenzo(b,d)piran-6-ona 28 (Figura 2).
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Figura 1. Triterpenos aislados de diferentes especies del género Sebastiania
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26 27 28

Figura 2. Flavonoides, cumarina y compuestos de tipo fendlico aislados del
género Sebastiania
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1.7.3 Alcaloides

Se ha reportado el aislamiento de diferentes compuestos de tipo alcaloide a
partir de plantas del género Sebastiania, entre los que se incluyen: 3,4,8-trimetoxi-
2-quinolona 30, 2,3-metilendioxi-4,7,8-trimetoxiquinolina 31, 2,3-metilendioxi-4,8-

dimetoxiquinolina 32 (Figura 3).

OMe OMe OMe
X OMe Se! Se)
P P
N~ 0 MeO N~ O N~ O
OMeH OMe OMe
30 31 32

Figura 3. Alcaloides presentes en Sebastiania corniculata
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En diversos estudios se han reportado las propiedades terapéuticas de
compuestos aislados de plantas de la familia Euphorbiaceae. A partir de la
investigacion llevada a cabo en ciertas especies del género Sebastiania,
perteneciente a esta familia, se observo que ciertos extractos y Productos Naturales
presentan actividad antidiarreica, antibacteriana, antifungica, analgésica y antiviral.
Sebastiania longicuspis es una especie que se distribuye al sur de nuestro pais, en
los estados de Veracruz, Tabasco, Chiapas, Campeche, Quintana Roo y Yucatan,

la cual no cuenta con estudios quimicos previos.

Considerando que el género Sebastiania ha sido poco estudiado y en las
investigaciones realizadas hasta el momento se han aislado y caracterizado
compuestos quimicos que han mostrado diversas actividades biolégicas, se llevara
a cabo una investigacion con el fin de generar conocimiento referente a los

constituyentes quimicos presentes en Sebastiania longicuspis.
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3. HIPOTESIS

Considerando que a partir de ciertas especies de Sebastiania se han aislado
principalmente compuestos de tipo triterpeno, flavonoide, cumarina y alcaloide, es
posible aislar compuestos quimicos de similitud estructural en la especie S.

longicuspis.

4. OBJETIVO

Aislar, mediante la aplicacion de diversos procedimientos de quimica organica,
los Productos Naturales presentes en el extracto de las ramas de Sebastiania
longicuspis (Euphorbiaceae), y elucidar su estructura molecular mediante el analisis

de los datos espectroscopicos y cristalograficos.
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5. MATERIAL Y METODO

5.1 Diseino experimental

El presente trabajo es un estudio de tipo exploratorio por la inexistencia de
analisis previos de la especie; en un periodo de tiempo prospectivo, ya que se
obtuvieron resultados después de una planeacion del proyecto y con criterios
especificos; con una evolucion del fenomeno longitudinal, ya que a lo largo del
proyecto los datos arrojados de diversas variables se miden mas de una vez,
experimental de tipo descriptivo, ya que se busca la caracterizacion de las

substancias quimicas aislables.

5.2 Material vegetal

El material vegetal fue colectado el 3 de Julio de 2007 a 3.3 km al este de
Lacanja-Tzeltal, municipio de Ocosingo, Chiapas, por el M. en C. Esteban Manuel
Martinez Salas del Instituto de Biologia de la UNAM (numero de colecta 39260).
Una muestra del material vegetal fue depositada en el Herbario Nacional (MEXU)

con numero de folio 1300866. La descripcion del sitio de colecta es la siguiente:

Ubicacién: Latitud 16° 55’ 49 N, longitud 91° 16’ 3 O, altitud 380 msnm.

Vegetacion: Selva alta perennifolia.

La planta fue identificada como Sebastiania longicuspis Standl., arbol de 20

m con fruto y latex blanco (Figura 4) por el M. en C. Esteban Manuel Martinez Salas.
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PLANTAS DE MEXICO:
CHIAPAS

Euphorbiaceae
Sebastiania longicuspis
Standley

Det. E. Martinez S. 2007

Mun. Ocosingo. A 3.3 km
al E de Lacanja-Tzeltal.
Lat 16° 55°49N, long 91 °
16 '3 O. Altitud 380
msnm.

Veg. Selva alta
perennifolia.

Arbol de 20 m con fruto y
latex blanco. Respaldo
de andlisis quimico.
Esteban Martinez 39260
3/7/2007

Con: A. Cano

HERBARIO NACIONAL
DE MEXICO (MEXU)

Figura 4. Espécimen de Sebastiania longicuspis resguardado en el Herbario Nacional

(MEXU)
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5.3 Materiales y reactivos

La destilacion a presion reducida se llevé a cabo empleando un Rotavapor
Buchi modelo R-100. Los espectros de RMN fueron adquiridos en un equipo Bruker
Avance Modelo Fourier 300 MHz, Bruker Avance Ill 400 MHz, Varian Inova 500
MHz. La difracciéon de rayos X, se llevd a cabo en un difractometro automatico
Bruker Smart Apex con un detector de area CCD y usando radiacion monocromada

de grafito Mo Ka (L = 0.71073 A).

Para la cromatografia en capa delgada se emplearon cromatofolios de
aluminio con silica gel 60 F2s4, 20 x 20 (Merck, K.GaA., Darmstadt, Alemania). Para
la cromatografia en capa delgada preparativa se utilizaron cromatoplacas PLC
Silica gel 60 F254, 2 mm de 20 x 20 con base de vidrio (Merck, K.GaA., Darmstadt,
Alemania). El revelado de las placas cromatograficas se realizé empleando lampara
UV Spectroline modelo ENF-240 ( A 254 y 365 nm) y sulfato cérico de amonio al 1%
[(NH4)4Ce(SOa)4] en acido sulfurico. La determinacién de los puntos de fusion se

empled un equipo Fisher-Johns (Cole-Parmer).
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5.4 Metodologia general

Colecta e
identificacion del . Secado y molienda

material vegetal.

Obtencion del residuo .,
‘ Maceracion

sélido por eliminacion ] )
de disolvente CHyCly: CH;0H (1:1)

\ 4

Aislamiento de
substancias . Purificacion de

mediante técnicas compuestos
cromatograficas

\ 4

Identificacion de
compuestos

Diagrama 1. Metodologia general del fraccionamiento de las ramas de Sebastiania
longicuspis
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5.5 Obtencion del extracto

El material vegetal se seco a temperatura ambiente a la sombra, dividiéndose
en secciones: hojas (1292.5 g), tronco (2464.6 g) y ramas (2042.5 g). En la presente

investigacion se realizo el procesamiento de las ramas.

Las ramas se molieron y el material molido se coloco en un garrafon de vidrio
de 25 L agregandose una mezcla de CH2Cl2:CH3OH en proporcion (1:1),
aproximadamente 20 L hasta cubrir la totalidad del material. EI material se dejé
macerar a temperatura ambiente por 24 h. Transcurrido este tiempo se separo el
disolvente y se concentro a presion reducida, el residuo obtenido se colocd en un
recipiente para permitir la evaporacion del disolvente residual; esta operacién se

realizé por triplicado, se obtuvieron 138.2 g de extracto.

El aislamiento de las substancias quimicas se realizd por medio de la
aplicacion de técnicas cromatograficas, mediante las cuales la separacion los
solutos se basaron en su migracion diferencial en un sistema de dos fases, una
estacionaria y otra movil. A continuacion se indica brevemente el desarrollo

experimental.

5.6 Fraccionamiento del extracto de CH2Cl2:CH3OH
5.6.1 Adsorcion
El extracto se colocé en un recipiente de vidrio tipo charola y se adicion6 una

cantidad igual de silica gel 230 — 400 (138.2 g) para su adsorcion, homogenizando

hasta tener un polvo uniforme y seco.
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5.6.2 Cromatografia en columna

Para este procedimiento, la cantidad de silica empleada para empacar la

columna fue equivalente a 5 veces el peso del extracto adsorbido (Tabla 3).

Tabla 3. Especificaciones de la columna empleada en el fraccionamiento primario

Diametro 100 mm
Largo 500 mm
Peso de silica en la columna 612.8 g
Altura de la silica en columna 160 mm
Volumen muerto 400 mL

Se empled una columna de vidrio en la cual se coloco al fondo una capa
de algodon desengrasado, a continuacién y en el siguiente orden 1) silica gel, 2)
extracto adsorbido, 3) disco de papel filtro, 4) Na2SO4 anhidro, 5) algodon
desengrasado. Como fase movil se emplearon mezclas de hexano: AcOEt, con
polaridad creciente, finalizando con acetona. Se colectaron fracciones de 400 mL
las cuales fueron concentradas en un equipo de destilacion a presion reducida.
El residuo obtenido se colocé en frascos de 20 mL. Los eluatos obtenidos fueron
analizados por cromatografia en capa delgada de acuerdo al siguiente
procedimiento: en los cromatofolios se aplicé con un tubo capilar una muestra de
cada una de las fracciones a 0.5 cm de distancia una de otra, las placas fueron
eluidas en camaras de vidrio con una fase movil de polaridad ligeramente mayor
a la empleada para eluir las fracciones de la columna. Una vez eluidas, las placas

se revelaron con luz UV, se tomoé registro de los resultados obtenidos,



posteriormente cada cromatoplaca se ahogoé en una solucién de sulfato cérico de
amonio al 1% [(NH4)sCe(SOa4)4] en acido sulfurico a la cual se aplico
calentamiento, registrandose los resultados. Las fracciones colectadas se
agruparon de acuerdo a su similitud cromatografica. Este procedimiento permite
la obtencion de mezclas menos complejas, las cuales se someten a procesos
cromatograficos adicionales. Al igual que en el fraccionamiento primario, los
fraccionamientos posteriores se controlaron mediante el analisis de
cromatografia en capa delgada, con el criterio de que una sola mancha
homogénea que se desplaza en varios eluyentes, constituye una substancia
pura. De ser necesario las fracciones que muestren elevada complejidad se
procesaran nuevamente por cromatografia en columna abierta, estos
fraccionamiento secundarios se designaron adicional a una letra del alfabeto con

el simbolo’, para fraccionamientos terciarios la letra del alfabeto y el simbolo™".

5.6.1 Cromatografia en capa delgada (CCD), cromatografia en placa

preparativa (CPP)

La purificacidn de los compuestos se realizé mediante cromatografia en capa
delgada y cromatografia en placa preparativa. Se colocaron cantidades de 20 mg
en placa analitica y entre 50 — 200 mg en placa preparativa en una banda
homogénea a 1.5 cm del borde. Las placas fueron eluidas con una fase mévil de
polaridad ligeramente mayor a la empleada para eluir la fraccion en la cromatografia

en columna y fueron reveladas empleado lampara de UV y sulfato cérico de amonio.

Las substancias aisladas y purificadas se caracterizaron mediante su punto de
fusion y su analisis por espectroscopia de resonancia magnética nuclear 'H, '3C,

DEPT y bidimensionales (HSQC, HMBC, COSY y NOESY) y difraccién de rayos x.
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6. RESULTADOS

6.1

fracciones obtenidas se agruparon en 11 fracciones mayores (A-K) de acuerdo a su

similitud en CCD. El diagrama 2 muestra la secuencia general del fraccionamiento.

Fraccionamiento primario de Sebastiania longicuspis

Del fraccionamiento primario se obtuvieron 218 fracciones (Tablas 4,5), las

Tabla 4. Cambios de polaridad en la elucién del fraccionamiento primario

Mezclas de elucidn (%) Eluatos
hexano 100 1-6
95:5 7-16
90:10 17 -27
85:15 28 - 37
80:20 38-61
75:25 62-71
70:30 72-77
65:35 78 - 86
hexano — AcOEt 60:40 87-95
55:45 96 - 105
50:50 106 - 115
45:55 116 -132
35:65 133 -141
30:70 142 -154
20:80 155 -165
10:90 166 - 175
AcOEt 100 176 - 178
acetona 100 179 - 206
acetona — MeOH 9:1 207 —218

Tabla 5. Union de Eluatos del fraccionamiento primario

A

B C D E F

I

1

2-10 11-12 13-18 19-20 21-22

23-30

31-36

37-99

184-218
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A B C

1 2-10 11-12 13-18 19-20 21-22 23-30 31-36 37-99 100-183 184-218
(9) A B C | D | E F G H 1 A B C D E F G H |
5qg 14- 18-|21-|35- 41- 57- 62- 69- 1- 7- 12-18-21-24-38-50-71-
(33) 17 20[34)40 56 61 68 71 6 11 17 20 23 37 49 70 107
A B C
RAIBICIDIEIFIGC | N Me s s: . 3. 35- (1,2)
30- 33- 47- 52- 64- 77- 86- 88- | 13 27 24 25 24 38 (33)
32 46 51 63 76 85 87 91 i v
r A B CDETFGHTI J K L M N R o] P Q R
(33) il (3) 1-10-14-18-23-32-39-43-47-73- 79- 86- 96- 109-117- 143- 158- 170- 202-
2 13 17 22 31 38 42 46 72 78 &5 95 108 116 142 157 169 201 218
A B C D E F G | Hooo
2- 13- 19- 29 40 47- 54- 67- v
1 12 18 64 73

. I

(33)

l

(3)

) A B C D E F G
10- 12- 14-

H|l]1]J kx L ™M N R o

16- 19- 31- 46-|54-|72- 87- 113- 122- 146- 156- 166-
1-9 11 13 15 18 30 45 53 | 71 | 85 112 121 145 155 165 180
A B C D
21-25|26-32 33-38 39-44
(19)

Diagrama 2. Fraccionamientos sucesivos del extracto CH->Cl,:CH3OH de las ramas de Sebastiania longicuspis

0O

HOJK/R

R=(CH2)21-CH3

33

24



6.2 Fraccién C (11, 12)

La fraccion denominada como C obtenida del fraccionamiento primario
(fracciones 11-12) se procesé por CCD con hex:AcOEt (95:5). Se considero la
presencia de un compuesto aislable ya que una mancha definida se separ6 de la
mezcla compleja en la cromatoplaca analitica, y se procedidé a su separacion
empleando CPP. La aplicacion inicial de la muestra es de 178.9 mg, la placa se
eluyé empleando la polaridad de la separacion por CCD, se obtuvieron dos franjas
uniformes que se retiraron de la base de vidrio y fueron colocadas por separado en
vasos de precipitados a las cuales se les adiciond disolvente acetona para la
recuperacion de las substancias obteniendo en el primero 90.2 mg. Al observar una
unica mancha en CCD, se someti6é a analisis espectroscopico y se concluye que se
trata de moretenona 9. Los resultados de los analisis (incluyendo los datos de RMN
'H y 13C) se muestran a continuacion.

Sdlido cristalino blanco con forma de agujas (moretenona)
p.f. 194-198 °C

Rf  0.325 (Hexano:AcOEt (95:5))
Cantidad 90.2 mg (0.065%)

25



RMN '3C (75 MHz, CDCl3) & 218.35 (C-3), 148.28 (C-22), 109.65 (C-29), 54.99 (C-
5), 53.98 (C-17), 49.86 (C-9), 48.94 (C-13), 48.01 (C-21), 47.53 (C-4), 44.34 (C-18),
42.46 (C-14), 41.80 (C-8), 40.33 (C-19), 39.73 (C-1), 36.99 (C-10), 34.35 (C-2),
32.80 (C-7,15), 27.48 (C-20), 26.72 (C-23), 24.06 (C-12), 21.73 (C-11), 21.27 (C-
24), 20.98 (C-16), 19.91 (C-6), 19.82 (C-30), 16.65 (C-26, 27), 15.93 (C-25), 15.32

(C-28).

RMN "H (300 MHz, CDCls) & 4.68 (d, J = 5.9 Hz, 1H, H-29), 2.25 (ddd, J = 11.7,
10.2, 7.2 Hz, 1H, H-21), 0.95 (s, 2H, H-27), 0.93 (s, 2H, H-25), 0.69 (d, J = 1.1 Hz,

2H, H-28).

El segundo recuperado se analiz6 mediante CCD con diferentes eluyentes

observando que se trata de una mezcla compleja.

6.3 Fracciéon D (13 -18)

La fraccion D (13 — 18) se sometié a una serie de procedimientos sucesivos
de recristalizacion en una mezcla de hexano:acetona (1:9), posteriormente se
analizé por CCD, se obtuvo un sélido que presenté una mancha uniforme por lo que
se estimd que se encontraba libre de impurezas, se envié una muestra a RMN

obteniendo los siguientes resultados.
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Solido blanco de apariencia mate
(Acido lignoceérico)
0

e OSSO
Ry

0.700 (CH2Cl2:MeOH (9:1))
33

Cantidad 1327.5 mg (0.96%)

RMN '3C (75 MHz, CDCls) & 179.34, 34.06, 32.09, 29.86, 29.76, 29.60, 29.52, 29.40,

29.23, 24 .86, 22.85, 14.26.

RMN 'H (300 MHz, CDCls) 5 2.37, 2.35, 2.32, 1.66, 1.64, 1.61, 0.90, 0.88, 0.86.

Cabe destacar que el mismo compuesto sélido se aislé en fracciones posteriores.

6.4 Proceso cromatografico secundario de E (19, 20)

La fraccion E (19 — 20) se analizé por CCD, observando que se trata de una
mezcla de varias substancias, por lo cual se realizé un fraccionamiento secundario
en columna abierta empleando una columna de vidrio de 48 mm de diametro, 390
mm de largo la cual fue empacada con 150 g de silica gel en la cual se adsorbieron
1.94 g de extracto en 2.52 g de silica. De este fraccionamiento se obtuvieron 91

eluatos agrupados en 8 bloques (Tablas 6 y 7) y se aisl6 e identifico a 33.

Tabla 6. Elucion de E y los cambios de polaridad de la fase movil

Mezcla de elucion % Eluatos

Hexano 100 1-9
99:1 10-29
98:2 30-43
hexano:AcOEt 97:3 44 — 49
96:4 50 - 66
92:8 67 — 91
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Tabla 7. Unidn de eluatos del fraccionamiento de E

A B C D E F G H

30-32 33 -46 47 -51 52-63 64 -76 77-85 86-87 88-91

6.5 Fraccionamiento secundario F (21, 22)

El analisis por CCD de la fraccion F (21 — 22) mostré que la mejor resolucién
era proporcionada por la mezcla de hexano:AcOEt, por lo que se empled esta
mezcla con gradientes crecientes de polaridad. La cromatografia en columna
abierta se realizé en una columna de 50 mm de diametro, 460 mm de largo la cual
fue empacada con silica gel (151.10 g), se adsorbio el extracto (2.82 g) en silica gel
(3.10 g), obteniendo de este fraccionamiento 73 residuos que a su vez se agruparon,

como se muestra en las tablas 8 y 9.

Tabla 8. Proceso cromatografico secundario de F

Mezcla de elucion % Eluatos
hexano 100 1-4

98:2 5-12

96:4 13 -27

94:6 28-38

hexano:AcOEt 92:8 39-42
90:10 43 -56

88:12 57 - 65

85:15 66 - 73

Tabla 9. Unidén de los Eluatos del fraccionamiento secundario de F

A B C D E F G H | J
1 2-12 13-18 19-28 29-39 40-43 44-46 47-53 54-64 67-73
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Se analizaron por CCD las fracciones reunidas, y se encontrd en la fraccion
G’ (44 — 46) la presencia de una mancha definida de la cual es posible el aislamiento
de un compuesto, por lo cual se comparé con substancias de referencia
representativas de la familia mediante CCD empleando como fase mévil una mezcla
de CH2Cl2:AcOEt (98:2), las substancias de referencia son las siguientes:

epitaraxerol, mezcla de estigmasterol y B-sitosterol, lupeol, 3pB-taraxerol,

encontrando similitud en el perfil cromatografico de lupeol y 33-taraxerol .

La elucion de la fraccidn mostré en el analisis cromatografico la presencia del
acido lignoceérico, determinado por su comparacion con una muestra autentica, por
lo que se empled acetona para separar la fraccidon mas polar de la muestra, puesto
que el acido lignocérico es parcialmente soluble en hexano y no soluble en acetona
fria, la separacion fue seguida por CCD. Una vez separado el producto de interés
se comprobd su ausencia en el sélido inicial y se ensayo con los gradientes hasta
identificar la fase movil de CH2Cl2:AcOEt (99:1) como aquella en la que los
componentes de la muestra presentaron una mayor separacion en la placa
cromatografica. A partir de estos resultados se realiz6 una CPP de la muestra
obteniendo la separacion de lupeol 3 como un sélido blanco cristalino con forma de
escamas con un p.fde 209 — 214 °C y cuyo Rf es de 0.65 empleando CH2Cl2:AcOEt
(99.5:0.5). La muestra se analizod RMN 'H y '3C y se obtuvieron los siguientes

resultados.
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Solido blanco cristalino (lupeol)
p.f. 209 -214°C

Rt  0.65 (CHzClz: ACOEt (99.5:0.5))

Cantidad 38.2 mg (0.027%)

RMN *3C (75 MHz, CDCls) & 151.12 (C-20), 109.47 (C-29), 79.19 (C-3), 55.49 (C-5),
50.64 (C-9), 48.50 (C-18), 48.16 (C-19), 43.18 (C-17), 43.02 (C-14), 41.03 (C-8),
40.18 (C-22), 39.04 (C-4), 38.90 (C-1), 38.25 (C-13), 37.36 (C-10), 35.77 (C-16),
34.48 (C-7), 30.04 (C-21), 28.16 (C-23), 27.63 (C-2), 27.60 (C-15), 25.35 (C-12),
21.12 (C-11), 19.48 (C-30), 18.50 (C-6), 18.18 (C-28), 16.24 (C-25), 16.16 (C-26),

15.53 (C-24), 14.73 (C-27).

RMN 'H (300 MHz, CDCls) 5 4.69 (s, 1H, H-29a), 4.57(s,1H, H-29b), & 3.19 (dd, J
=10.8, 5.4 Hz, 1H, H-3), 2.36 (m, 1H, H-19), 1.68 (s, H-30), 1.61 (s, H-2), 1.39 (t, J
= 8.4 Hz, 8H, H-1), 1.26 (s, H-21), 1.20 (s, 3H, H-22), 1.09 (s, 1H, H-12b), 1.03 (s,
4H, H-26), 0.97 (s, H-23) 0.95 (m, H-15b, s, H-27), 0.83 (s,1H, H-25), 0.79 (s, 1H,

H-28), 0.76 (s, 1H, H-24), 0.69 (m, 1H, H-5)

6.6 Proceso cromatografico secundario de G (23 — 30)

Se procedio con la fraccidon G (23 — 30), se observan manchas que pueden ser
substancias potencialmente aislables, por lo que se realizé el fraccionamiento

secundario con un peso inicial de 3.3197 g de extracto adsorbido en 3.1 g de silica
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gel y fraccionado por cromatografia en columna abierta de 48 mm de diametro y
390 mm de alto, la columna se empacdé con 150.1 g de silica gel, la fase movil y los
cambios en el gradiente de polaridad se realizaron utilizando una mezcla de

hexano:AcOEt (Tabla 10, 11).

Tabla 10. Eluatos del fraccionamiento secundario de G

Mezcla de elucién % Eluatos
hexano 100 1-9
95:5 10-19
90:10 20-28
88:12 29- 31
86:14 32-40
84:16 41-43
hexano:AcOEt
82:18 44 - 51
78:22 52 —-54
70:30 55—-63
60:40 64 — 69
50:50 70-73

Tabla 11. Agrupamiento de fracciones de G por similitud cromatografica

A B C D E F G H |
2-13 14-17 18-20 21-34 35-40 41-56 57-61 62-68 69-71

El analisis por CCD de la fracciéon D’ indicd la presencia de manchas
homogéneas, por lo cual se decidid el fraccionamiento terciario. De este
fraccionamiento secundario, también se trabajé la fraccién F* (41 — 56), la cual se

purificd obteniendo un sélido que coincide con el acido lipidico 33.
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6.6.1 Cromatografia, proceso terciario de D" (21 — 34) proveniente de
G (23 - 30)

El analisis cromatografico de la fraccion D” (proveniente del fraccionamiento
secundario de G) indicé la presencia de una mezcla de substancias aislables. Se
procedio al analisis de esta fraccion llevando a cabo una cromatografia en columna
abierta (en una columna de vidrio de 48 mm de diametro, 390 mm de largo),
empacada con silica gel (121.3g) en la cual se colocé el extracto (2.2341 Q)

adsorbido en silica gel (2.3 g), y se procedié como se indica en las Tablas 12y 13.

Tabla 12. Eluatos obtenidos del proceso cromatografico de D’

Disolvente Concentracion % Eluatos
Hexano 100 1-4
98:2 5-9
96:4 10-20
hexano: AcOEt 95:5 21-25
94:6 26-34
80:20 35-43

Tabla 13. Agrupamiento de fracciones de D’

A B C D E F G H I
12-13 14-22 23-24 25-26 27 28-30 31-34 35-38 39

La fraccion F'* (28 — 30) obtenida de esta cromatografia fue sometida a analisis
por CCD incluyendo las muestras de referencia antes mencionadas, mostrando una
substancia con caracteristicas similares a lupeol 3. Se realizé la CPP de la mezcla
(909.8 mg) de los cuales se tomé una parte alicuota (198.8 mg) para su separacion
empleando como fase movil una mezcla de hexano: AcOEt (9:1). De esta

separacion se obtuvieron 33 mg de la substancia pura, la interpretacion de los
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resultados obtenidos de 'H y '3C confirmaron la presencia de 3 la cual también fue

aislada de F (21 — 22).

6.7 Fraccion H (31 - 36)

El aspecto fisico de la fraccion H sugirié la presencia de lipidos (consistencia
grasosa), lo cual era consistente con el analisis por CCD donde fueron observables
substancias de menor polaridad. Los tratamientos (lavados) sucesivos de este
residuo con cantidades minimas de acetona permitieron la obtencién de un sdlido
el cual resulté una mezcla de 1,2 en proporcion 4:1, de acuerdo al analisis realizado

por RMN 'Hy 3C.

Solido blanco cristalino (mezcla de B-sitosterol 1 y estigmasterol 2)
pf. 133-136°C

Rf  0.425 (Hexano:AcOEt (80:20))

Cantidad 26.4 mg (0.019%)

Nota: Los valores de B-sitosterol se encuentran subrayados y los de estigmasterol

identificados con el simbolo ”.
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RMN "3C (75 MHz, CDCls) & 140.93 (C-5”), 138.46(C-22"), 129.45(C-23"), 121.87
(C-6), 71.98 (C-3"), 57.04 (C-14”), 56.95 (C-14), 56.24 (C-17), 56.14 (C-17"), 51.41
(C-24”), 50.32 (C-9"), 46.02 (C-24), 42.49 (C-4), 42.39 (C-4”, 13"), 40.64 (C-20”),
39.95 (C-12), 39.86 (C-12), 37.43 (C-1”), 36.68 (C-10), 36.31 (C-20), 34.13 C-22),
32.08 (C-7’, 8”,25"), 31.85 (C-2”), 29.35 (C-25), 29.07 (C-16"), 28.41 (C-16), 26.28
(C-23), 25.56 (C-28"), 24.53 (C-15"), 24.47 (C-15), 23.25 (C-28), 21.38 (C-26"),
21.26 (C-21”, 11”), 19.97 (C-26), 19.56 (C-19”) 19.21 (C-27), 19.15 (C-27"), 18.95

(C-21), 12.40 (C-29), 12.21 (C-18), 12.15 (C-18), 12.03 (C-29).

RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & 5.35 (d, J = 5.5 Hz, 1H, H-6"), 5.16 (dd, J = 15.2, 8.4

Hz, H-23"), 5.02 (dd, J = 15.1, 8.3 Hz, H-22"), 3.58 — 3.46 (ddd, 2H).

Mediante el procedimiento descrito se logré el aislamiento de un sdélido blanco

amorfo de apariencia mate cuyo analisis mostré que se trataba del acido lipidico 33.

6.8 Cromatografia, proceso secundario de | (37 — 99)

El analisis por CCD de la fraccion | (37 — 99) indico la presencia de varias
manchas homogéneas, por lo que se realizd un fraccionamiento secundario
empleando cromatografia por gravedad (columna abierta). Se empled una columna
de vidrio de 100 mm de diametro y 500 mm de largo la cual se empaco con 510 g
de silica gel, el residuo (25.49 g) fue adsorbido en silica gel (27.40 g). De esta

separacion se obtuvieron 105 fracciones (Tabla 14, 15).
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Tabla 14. Eluatos del fraccionamiento secundario de |

Disolventes Concentracion % Eluatos
Hexano 100 1-6
90:10 7-23
80:20 24-68
70:30 69-74
hexano:AcOEt
60:40 75-81
50:50 82-87
40:60 88-94
Acetona 100 95-105

Tabla 15. Agrupamiento de las fracciones obtenidas de |

A B C D E F G H I

1-6 7-11 12-21 22-23 24-42 43-54 55-75 76-96 97 -107

Del procesamiento de estos eluatos no fue posible el aislamiento y
caracterizacion de substancias.
6.9 Cromatografia, proceso secundario de J (100 — 183)

El analisis por CCD de este residuo indicé la presencia de substancias
aislables, por lo que se realizd el fraccionamiento secundario por CCA en una
columna de vidrio de 100 mm de diametro y 500 mm de largo empacada con silica

gel (604.2 g), el residuo (28.3 g) fue adsorbido en silica gel (29.5 g) (Tabla 16, 17).
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Tabla 16. Eluatos del fraccionamiento de J

Disolvente Concentracion % Eluatos
hexano 100 1-5
95:5 6—-16
90:10 17-35
85:15 36-45
80:20 46 -61
75:25 62-74
hexano — AcOEt 70:30 75-102
60:40 103 -113
50:50 114-134
40:60 135-152
30:70 153-172
20:80 173-191
acetona 100 192 -213

Tabla 17. Agrupamiento de fracciones del proceso cromatografico de J

Agrupamiento de Eluatos Agrupamiento Eluatos
fracciones de fracciones

A 1-2 K 79 -85
B 10-13 L 86 —-95
C 14-17 M 96 — 108
D 18-22 N 109 -116
E 23-31 N 117 -142
F 32-38 0] 143 - 157
G 39-42 P 158 - 169
H 43 - 46 Q 170-201
| 47 -72 R 201 -218
J 73-78

De este fraccionamiento se observé una mezcla (fracciéon O” 143 — 157), por
lo que se decide su separacion en componentes menos complejos por CCA

empacada con gel dextrano (Sephadex®) y CPP. La resolucién de la mezcla no



pudo ser realizada debido a que esta era muy labil, por lo tanto no se obtuvieron

resultados concluyentes.

6.10 Cromatografia, proceso secundario de K (184 — 218)

La ultima fraccion obtenida del fraccionamiento primario fue K (184 — 218), la
cual por la complejidad que se observé en el monitoreo inicial por CCD, se decidio
el montaje de un fraccionamiento secundario en una columna de vidrio de 90 mm
de didmetro, 500 mm de largo empacada con silica gel (452.40 g), el residuo (44.53
g) fue adsorbido en silica gel (44.50 g), de esta mezcla compleja se obtuvieron 180

eluatos (Tabla 18, 19).

Tabla 18. Eluatos del fraccionamiento K

Disolventes Concentracion % Eluatos
hexano 100 1-5
95:5 6-11
90:10 12-24
85:15 25-34
80:20 35-42
70:30 43 -59
hexano:AcOEt 60 :40 60—-76
50:50 77 -99
40:60 100 - 115
30:70 116 - 126
20:80 127 - 142
10:90 143 - 169

acetona 100 170 - 180




Tabla 19. Agrupamiento de fracciones del fraccionamiento de K

Agrupamiento de Eluatos Agrupamiento Eluatos
fracciones de fracciones
A 1-9 I 54-71
B 10-11 J 72 -85
C 12-13 K 87-112
D 14 -15 L 113-121
E 16-18 M 122 - 145
F 19-30 N 146 — 155
G 31-45 N 156 — 165
46 - 53 (0] 166 — 180

De este fraccionamiento se observé una substancia de aislable en la fraccién
I” (54 — 71) que al revelar la cromatoplaca con [(NH4)4Ce(SOa4)4] en acido sulfurico
la mancha se torna en un color negro, y al aplicar temperatura, se torna amarillo
intenso. Para la purificacién de este compuesto se realizé un ensayo por CCD
usando CH2Cl2:CH3OH como fase mdvil, la cual permiti6 obtener una mejor
resolucion en la separacion de los componentes, esta fase movil se emplea en el

fraccionamiento terciario el cual nos proporciona los siguientes resultados.

6.10.1 Fraccionamiento terciario I’ (54 — 71) proveniente de K (184 —
218)

El fraccionamiento es realizado en una columna de vidrio de 30 mm de
diametro y 230 mm de largo empacada con silica gel (30.3 g), el residuo (0.60 g) es

adsorbido en silica gel (0.80 g) (Tabla 20, 21).
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Tabla 20. Fraccionamiento terciario de |’

Disolventes Concentracion %  Eluatos
CHCl, 100 1-10
99:1 11-20

CH,Cl,:MeOH 98:2 21-37
97:3 38-44

Tabla 21. Agrupamiento de | por similitud en sus perfiles cromatograficos

A B C D

21-25 2627 28-35 36-44

La fraccion A™" es la que presenta el producto de la apariencia antes descrita,
a dicha fraccion se le somete a una CCD para eliminar impurezas obteniendo el

compuesto 19.

Sélido amarillo cristalino en forma

i ; MeO 2 2
de agujas (escopoletina) 10 % X2
o 1
p.f. 205-209 °C HO ™ 0" Yo
Rt 0.425 (CHyCl;:MeOH (99:1)) 1

Cantidad 8.4 mg (0.0065%)

RMN "3C (126 MHz, CDCI3) & 161.56 (C-1), 150.43 (C-9), 149.86 (C-7), 144.17 (C-
6), 143.42 (C-3), 113.57 (C-2), 111.65 (C-4), 107.66 (C-5), 103.35 (C-8), 56.57 (C-
10).

RMN "H (500 MHz, CDCl3) 8 7.59 (d, J = 9.4 Hz, 1H, H-3), 6.92 (H-8), 6.84 (H-5),

6.26 (d, J = 9.5 Hz, 1H, H-2), 3.95 (H-10).
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Tabla 22. Datos de difraccion de rayos X de 19

Grupo espacial P-1 Celda unitaria a7.614(4) b 8.800 (6) €6.984 (2)

Grupo espacial No 2 (A,°) o, 88.96 (4) [ 99.36 (4) v 70.03 (5)
indice R (%) 5.1 Temperatura (k) 295 Densidad 1.475
0 (g/cm?)

Esta substancia fue sometida a analisis por difraccion de rayos x, confirmandose

la estructura propuesta (Tabla 22).
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7. ANALISIS DE RESULTADOS

Los detalles de los procedimientos experimentales que se llevaron a cabo para
el aislamiento de las substancias se informan en la seccion de metodologia. En esta
seccion se describe el analisis de datos fisicos y espectroscopicos que permitieron
la elucidacién de las estructuras moleculares. En las fracciones Ay B (ver diagrama

2, p.24) se encuentran ceras.

7.1 Determinacién estructural de 3-oxo0-21aH-hop-22(29)-eno (moretenona)
(9), aislada de la fraccién C (11, 12)

A partir de esta fraccidn se obtiene un sélido blanco cristalino que fue analizado
por RMN. El espectro totalmente desacoplado de RMN "3C (Espectro 1, Tabla 23)
de esta substancia mostré 29 sefiales, lo cual sugeria que se trataba de un
triterpeno donde probablemente alguna sefial se encontraba superpuesta. Esta
hipdtesis estructural estda de acuerdo con el perfil del espectro de RMN 'H, donde
se puede deducir la presencia de 7 metilos en la zona de 61 0.69 — 1.07, la mayor
parte de las sefales se encuentran a campo alto. La sefial en 6¢c 218.35 es asignable
a un carbonilo de cetona (en la literatura se reporta que los carbonilos de cetona
resuenan en dc 195 — 220). Otras sefnales interpretables de los espectros de RMN
13C y 'H permitieron establecer la presencia de un metileno vinilico disustituido

geminalmente, donde uno de los sustituyentes es un metilo.
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Las asignaciones espectroscopicas que sustentan la presencia de este

fragmento estructural son las siguientes:

5. 19.82 / 5, 1.67

§ CH,
5. 148.27
‘ 5. 109.65
H H
Sy 4.67 1 4.69

La busqueda de la similitud de los valores de RMN '3C obtenidos con los
informes en la literatura para substancias triterpénicas que incorporan en su
estructura al fragmento vinilico gem-disustituido y un carbonilo de cetona, permitio
identificar que 28 de los 29 valores correspondian a un triterpeno similar a la

moretenona.

En el analisis de los espectros de RMN en las modalidades DEPT 90 y DEPT
135 (Espectros 3-5) se deduce la presencia de 7 metilos, 11 metilenos, 5 metinos y
7 carbonos cuaternarios, determinados por la ausencia de sehales en DEPT 135

comparadas con 3C.

Los resultados de RMN de '3C proporcionan 29 sefiales observando que en
29.85 se encontré una sefal que no corresponde a la molécula de moretenona
observada en DEPT 135 como una senal de metileno, la cual fue indicativo de la
presencia de un contaminante. Esto se confirmé al comparar el espectro de RMN
13C de 9 con el de la muestra residual, en el cual se identifica a esta sefial de elevada

intensidad presente en el contaminante.
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Tabla 23. Datos de RMN '3 C de 9 (75 MHz,3)

Numero de Referencia [45] Referencia[44] Referencia[45] Referencia [46] Resultado
Carbono epi-moretenona 75 MHz 100 MHz experimental
1 39.60 39.57 39.60 39.57 39.73
2 34.20 34.15 34.20 34.19 34.35
3 218.20 217.88 217.90 218.14 218.35
4 47.40 47.40 47.40 47.37 47.53
5 54.90 54.86 54.90 54.85 54.99
6 19.70 19.76 19.80 19.74 19.91
7 33.70 32.67 32.70 32.58 32.80
8 41.60 41.60 41.60 41.64 41.80
9 49.60 49.73 49.70 49.70 49.86
10 36.80 36.80 36.80 36.82 36.99
11 21.60 21.59 21.60 21.54 21.73
12 23.90 23.92 23.90 23.92 24.06
13 49.60 48.83 48.80 48.71 48.94
14 42.10 42.32 42.30 42.31 42.46
15 32.60 32.67 32.70 32.61 32.80
16 21.60 20.83 20.80 20.83 20.98
17 54.90 53.87 53.90 53.82 53.98
18 44.70 4418 44.20 44.20 44.34
19 41.90 40.19 40.20 40.17 40.33
20 27.30 27.33 27.80 27.32 27.48
21 46.40 47.85 47.90 47.86 48.01
22 148.60 147.97 148.00 148.09 148.27
23 26.60 26.58 26.60 26.58 26.72
24 21.10 21.10 21.10 21.13 21.27
25 15.70 15.74 15.70 15.78 15.93
26 16.40 16.50 16.50 16.48 16.65
27 16.60 16.50 16.50 16.51 16.65
28 16.10 15.17 15.20 15.17 15.32
29 110.10 109.50 109.50 109.56 109.65
30 25.00 19.67 19.70 19.66 19.82
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Se comparan los valores de moretenona 9 con los de epi-moretenona 34 y se
enmarcan aquellos carbonos en los que el valor de &c presenta un A cercano 0

mayor a 1.

La molécula de moretenona (3-oxo0-21a-H-hop-22(29)-eno) esta constituida de
30 atomos de carbono, sin embargo, en el espectro de RMN de '3C se observan 28
sefales debido a que el desplazamiento en 6c 32.8 ppm corresponde a los carbonos
7 y 15, situacion que se repite con la sefial en 6¢c 16.65 ppm que corresponden a los
carbonos 26 y 27, esto debido a que las interacciones con los carbonos vecinos dan
lugar al mismo valor en su desplazamiento quimico, es asi que obtenemos los

valores de las senales de los 30 atomos de carbono que conforman la molécula.

La tabla 24 presenta comparativamente las asignaciones de RMN 'H
(Espectro 2) informadas en la literatura con los obtenidos experimentalmente. La
similitud de los valores (considerando las variaciones experimentales) permite

confirmar que se trata de la misma substancia.
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Tabla 24. Datos de RMN 'H de 9 (300 MHz,5)

# de carbono Referencia [44]  Referencia [46] Referencia [47] Experimental
200 MHz
21 2.25 2.25
23 1.05 1.08 1.08 1.07
24 0.93 1.03 1.03 1.023
25 1 0.93 0.93 0.93
26 1 1.02 1.02 1.16
27 0.91 0.95 0.95 0.95
28 0.67 0.69 0.69 0.69
29 4.65/4.67 4.68/4.70 4.68/4.70 4.67/ 4.69
30 1.65 1.68 1.68 1.67

La similitud del rango experimental del punto de fusién obtenido para la
muestra de S. longicuspis 196 — 197°C con el informado en la literatura (196 — 198

°C [48]) confirma la identidad de la substancia.

El analisis del experimento NOESY (Figura 5) permitié identificar las
interacciones entre los protones a través del espacio (Espectro 6), y lo cual permitié

confirmar las asignaciones.

o I ommad

{2.25,056%‘5@O o
cOO® o o
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Figura 5. Experimento NOESY de 9
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7.2 Determinacion estructural del acido lignocérico (33), aislado de la

fraccion D (13 — 18)

El espectro de RMN de '3C de esta substancia (Espectro 7) muestra una sefial
en oc 179.34, la cual es consistente con la presencia de un carbonilo de acido
carboxilico (las cuales aparecen en 6¢c 170 — 185). El 4cido lignocérico solo debe
mostrar la sefal del carbonilo, metilenos y un metilo, por lo que se analiza por el
experimento DEPT 135 (Espectro 9) observando la presencia de estas sefales. La
sefal para el metilo aparece en 6c 14.27, concordando con lo esperado para el acido
lignocérico. Es también observable una sefal intensa en ¢ 29.86. A pesar de que
las sefiales no son acumulativas para carbono, observamos una sefial de gran
intensidad en 6 29.86 el cual indica la presencia de numerosos metilenos en la
molécula. Por otro lado el 'H (Espectro 8) mostré la sefial correspondiente a un
metileno en 6+ 2.35 equivalente a 2 H, otro en o1 1.6 para 2H mas, la sefal en 6H
1.26 integra para 40 H, y la sefal en o+ 0.88 intensa para 3 H. La integral total
explica la presencia de 47 H, sin embargo, se conoce que la molécula de acido
lignocérico tiene una férmula molecular de C24H4802, el H faltante es del acido
carboxilico esperado en 6+ 10 — 13 y no se resuelve debido a que el analisis no se
continuo a campo mas bajo. El punto de fusion 69 - 73°C es menor al reportado
(84°C [49)]), por lo que el abatimiento del p.f probablemente puede deberse a la

presencia de contaminantes en la muestra.
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7.3 Determinacion estructural del lupeol (3), aislado de G" (44 — 46) y F"" (21

-22)
Tabla 25. Datos de RMN *C de 3 (75 MHz,5)
Se obtuvo un soélido blanco en forma de Referencia
# de carbono [50] Experimental

escamas color blanco mate de p.f 209 - 214°C, 100 MHz
1 38.70 38.90
dato que concuerda con el reportado en la 2 27.50 27.63
3 79.30 79.19
literatura para el lupeol (209 - 215°C) [50]. 4 39.80 39.04
5 55.50 55.49
29 6 19.00 18.50
7 34.20 34.48
8 41.10 41.03
9 50.90 50.64
10 37.20 37.36
11 21.20 21.12
12 25.30 25.35
13 38.50 38.25
14 42.80 43.02
15 27.20 27.60
16 35.90 35.77
17 43.20 43.18
El espectro de RMN '3C (Espectro 10) 18 48.50 48.50
19 47.80 48.16
muestra 30 sefiales principales y algunas 20 151.20 151.12
21 30.10 30.04
sefiales pequenas adicionales atribuibles a 22 40.30 40.18
23 28.40 28.16
impurezas. La Tabla 25 enlista las asignaciones 24 15.60 15.53
25 16.20 16.24
comparadas con las informadas en la literatura. 26 16.10 16.16
27 14.80 14.73
, 28 18.10 18.18
Se emplea el experimento DEPT 90y 135, 29 109.50 109.47
30 19.80 19.48

los cuales permitieron ubicar los 6 metinos, 10
metilenos, 8 metilos y 6 carbonos cuaternarios

correspondientes al lupeol (Espectro 12-14).

El desplazamiento observado a 6 79.19 ppm corresponde al carbono 3 unido

a un grupo hidroxilo. Otras senales caracteristicas son correspondientes al grupo

47



vinilico observadas claramente 6c 151.12 y dc 109.47 correspondientes a los
carbonos 20 y 29. Los datos de RMN 'H (Espectro 11) muestra valores
concordantes con los reportados en la literatura (Tabla 26) lo que confirma la

presencia de lupeol.

Tabla 26. Datos de RMN "H de 3 (300 MHz,5)

Referencia [50]

Hidrégeno 400MHz Experimental
2 1.61 1.61
3 3.18 3.19
18 1.39 1.39
19 2.38 2.36
21 1.27 1.26
22 1.19 1.20
23 0.97 0.97
24 0.77 0.76
25 0.84 0.83
26 1.04 1.03
27 0.96 0.95
28 0.80 0.79
29 4.68a/4.56 b 4.69a/4.57b
30 1.70 1.68

7.4 Determinacién estructural de B-sitosterol (1) y estigmasterol (2) de la
fraccion H (31 — 36)

El analisis de este sdlido blanco se realizé empleando la técnica de RMN de
13C la cual mostr6 42 sefales (Espectro 15). La mezcla de B-sitosterol y
estigmasterol suman 58 carbonos, sin embargo, es reportado en la literatura que
estas dos substancias tienen senales en comun (Tabla 27), que resuenan en el
mismo desplazamiento quimico. Se observan 11 sefiales compartidas, a
continuacion se indican los carbonos que presentan el mismo valor de éc: 37.43 (C-

17), 31.85 (C-2"), 71.98 (C-3"), 140.93 (C-5”), 121.87 (C-6"), 32.08 (C-7",C-8’, C-

48



. ____________________________________________________________________________________________________________________________________________|]
25”), 50.32 (C-9”), 36.68 (C-10"), 21.26 (C-11", C-21"), 42.39 (C-13", C-4"), 19.56
(C-197).

Se analizan a la par los experimentos DEPT 90 y 135 confirmando la presencia

de las 42 senales (Espectro 17-19).

En el espectro de RMN 'H (Espectro 16, Tabla 28) se observan cuatro sefiales
caracteristicas, la sefial observada en 61 3.52 (Figura 6) corresponde al carbono 3

enlazado al grupo hidroxilo, se observa un ddd.

g

3.64 3.62 3.60 3.58 3.56 3.54 3.52 3.50 3.48 3.46 3.44 3.42 3.40
f1 (ppm)

Figura 6. Sefal del proton enlazado al grupo hidroxilo
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Las sefiales centradas en o+ 5.02 y & 5.16 (Figura 7) corresponden a las

sefales del estigmasterol ya que en este se encuentran los carbonos vinilicos en C-

22y C-23.

?\536
\\ -\\--5.20

_~5.15

5.12
/

~5.03
_~5.01

\ 5.06
4.98
/

A (d) D (dd) E (dd)
5.16 5.02

1 _12.00-

5.45 5.40 5.35 5.30 5.25 5.20 5.15
f1 (ppm)

Figura 7. Senales caracteristicas de la mezcla de B-
sitosterol-estigmasterol

La senal del H-6 centrada en 61 5.35 es caracteristica de un protén olefinico
caracteristico de los compuestos de tipo esterol (Figura 7). El analisis de las
integrales en el espectro de RMN "H nos permiten determinar una relacion 4:1 (B-

sitosterol: estigmasterol).
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Tabla 27. Datos de RMN '3C de 1, 2 (75 MHz, §)

Referencia [51]

Experimental

125 MHz
# DE . . . .
CARBONO B-sitosterol estigmasterol B-sitosterol Estigmasterol

37.22 37.43
2 31.63 31.85
3 71.80 71.98
4 42.19 42.26 42.49 42.39
5 140.72 140.93
6 121.71 121.87
7 31.87 32.08
8 31.87 32.08
9 50.10 50.32
10 36.48 36.68
11 21.07 21.26
12 39.74 39.66 39.95 39.86
13 42.26 42.39
14 56.73 56.85 56.95 57.04
15 24.29 24.34 24.47 24.53
16 28.22 28.91 28.41 29.07
17 56.02 55.93 56.24 56.14
18 11.84 12.03 12.15 12.21
19 19.39 19.56
20 36.12 40.48 36.31 40.64
21 18.76 21.07 18.95 21.26
22 33.91 138.31 34.13 138.46
23 26.02 129.25 26.28 129.45
24 45.81 51.22 46.02 51.41
25 29.11 31.87 29.35 32.08
26 19.80 21.20 19.97 21.38
27 19.01 18.96 19.21 19.15
28 23.04 25.39 23.25 25.56
29 11.97 12.23 12.03 12.40
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Tabla 28. Datos de RMN 'H de 1, 2 (300 MHz,3)

Hidrégeno Test:)r(;c:m[-lill Experimental ppm
sitosterol estigmasterol sitosterol |  Estigmasterol
6 5.36 (d, J=4.8 Hz) 5.35 (d, J=5.5 Hz)
22 5.03(dd, J=15.2,8.4 5.02(dd, J=15.1,
Hz) 8.3 Hz)
23 5.17 (dd, J=15.2, 5.16 (dd,J15.2, 8.4
8.4Hz) Hz

El punto de fusién depende de las propiedades relativas de los componentes
de la mezcla, en la literatura el p.f. reportado para la mezcla es de 134 — 136°C [53],

el obtenido experimentalmente es de 133 — 136 °C

7.5 Escopoletina (19) aislada de la fraccion A" (21 — 25)

El analisis de RMN "3C (Espectros 20,22/ Tabla 29) muestra la presencia de
10 senales, por lo que en un inicio se pensd en un monoterpeno, sin embargo, al
analizar los resultados se observd que las sefiales presentaban similitud con los
compuestos de tipo cumarina. Los datos se analizan mediante los experimentos
HSQC, HMBC, COSY y NOESY (Espectros 23 — 26) encontrando las relaciones
entre H-C (Tabla 30 — 33), se compara contra la literatura los resultados y se
encuentra concordancia (considerando las variaciones experimentales) en RMN '3C
[54-58] con la cumarina escopoletina (Tabla 29), las correlaciones confirman que se
trata de esta substancia. Se observa una sefal en c 56.57 caracteristico del grupo
éter donde se encuentra el rango de 6c 50 — 90, las sefales a excepcion de la antes
mencionada se encuentran desplazadas a campo bajo. Las sefiales de 'H (Espectro

21) se correlacionan a cada carbono por experimento HSQC (Espectro 23).
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La similitud en el intervalo del punto de fusion 205 — 207°C con el reportado
en la literatura (200 - 207°C [58]) indica que se trata de la substancia escopoletina

19.

El analisis por difraccidén de rayos X, confirmé que el compuesto aislado es la

escopoletina.

Tabla 29. Datos de RMN "3C de 19 (125 MHz,5)

# de carbono Re::::g:":_([js:‘] Explzrll)rgltzntal
1 160.80 161.56
2 113.30 113.57
3 144.70 143.42
4 112.10 111.65
> 109.90 107.66
6 146.00 144.17
7 151.90 149 .86
8 103.70 103.35
9 151.20 150.43

10 56.70 56.57




Tabla 30. Correlaciones HSQC de 19

HSQC 5. 3
MeO S XN 2
H C 1
HO 7™ ~0” o
7.57 143.42 C-3
6.26 113.57 C-2 19
6.85 107.66 C-5
6.92 103.35 C-8
3.95 56.57 C-10

Tabla 31. Correlaciones NOESY y COSY de 19

Tabla 32. Correlaciones HMBC de 19

NOESY Cosy
HMBC Correlaciona Correlaciona
H nH H conH
H ¢ 6C805 C-5
7.57C-3 161.56 C-1 7.57¢3 6.26 C-2 7.57C3 6.26C-2
6.26 C-2 6.85 C-5 72763
3.95C-10 6.26 C-2 7.57 C-3
7.57C-3 150.43 C-9 6.92 C-8 -
6.92 C-8
6.85 C-5
1
6.85 C-5 14342 C-3 Tabla 33. Datos de RMN "H de 19 (500
MHz,3)

6.92 C-8
3.95¢-10 144.17¢C-6 # de carbono Referencia [54] Experimental
6.92 C-8 111.65C-4 Acetona-dg CDCl3
6.26 C2 2 6.25 (J=9.75) 6.26( )= 9.47)

3 7.84 () =9.75) 7.57 (J=9.44)
7.57 C-3 107.66 C-5

5 7.19 6.85
6.85 C-5 103.35 C-8 3 6.79 6.92

10 3.90 3.95
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8. CONCLUSIONES

El estudio quimico de las ramas de Sebastiania longicuspis permitié aislar,
purificar y caracterizar una serie de compuestos que inciden dentro de las
substancias reportadas para la especie. En este estudio se aislaron compuestos de
tipo triterpeno como el lupeol 3, la moretenona 9, esteroles como B-sitosterol 1 y
estigmasterol 2, de tipo cumarina como escopoletina 19 y el acido lignoceérico 33.
Las substancias fueron aisladas en cantidades relativamente bajas (inferiores al 1%
con respecto al peso del extracto). Las substancias aisladas (a excepcion del acido
lignocérico) poseen diversas actividades bioldgicas, las cuales han sido
previamente estudiadas, por lo que esta especie es fuente de substancias de interés

terapéutico.

El aislamiento y caracterizacidn estructural de los Productos Naturales presentes
en S. longicuspis constituye una aportacion original al conocimiento cientifico de la

flora de nuestro pais.

9. RECOMENDACIONES

Considerando la cantidad limitada de Productos Naturales aislados en el
material analizado y la presencia de substancias muy minoritarias y labiles, es
recomendable colectar mayor cantidad de material vegetal para su estudio quimico,
con el fin de lograr el aislamiento de cantidades manejables y analizables por
métodos espectroscopicos, y eventualmente, generar la posibilidad de estudios

bioldgicos.
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10. ANEXO. ESPECTROS DE RMN
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Espectro 4. RMN 3C DEPT 135 (75 MHz, CDCls) de 9
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