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1. INTRODUCCION.

Las plantas producen y almacenan una gran cantidad de metabolitos primarios y secundarios. Siendo
los segundos mencionados los mas relevantes ya que son la fuente de compuestos biolégicamente
activos, estos metabolitos son acumulados en la planta y su composicién quimica, concentracién y
localizacion varia de acuerdo con la especie o la fuente de donde son aislados (Anaya et al., 2001).
La medicina tradicional esta fuertemente arraigada en la sociedad y es preferida por la mayoria de la
poblacion sobre otros tratamientos médicos. Esta medicina desempena un papel importante en
comunidades aisladas o de bajos recursos, convirtiéndose en la opcidén mds viable y conocida a la que
la poblacion tiene acceso. Es por estas razones que las plantas y sus extractos son utilizadas por los
seres humanos como fuente de agentes terapéuticos desde tiempos remotos. Actualmente, con el
creciente interés que ha despertado el uso de productos herbolario a diario se incrementa el nimero
de estudios que confirman la utilidad de las plantas para el tratamiento de diversos padecimientos
(Marcano y Hasegawa, 2002; OMS, 2013). Cuando los metabolitos secundarios son aislados,
purificados e identificados y su actividad bioldgica es probada, estos pueden utilizarse en la medicina
herbolaria tradicional o bien la medicina moderna para el consumo del ser humano (Anaya et al.,
2001).

Durante las ultimas décadas, los estudios quimicos de los extractos vegetales han permitido el
aislamiento y caracterizacion que numerosos compuestos de interés. En la actualidad, muchos
productos naturales usados en la terapéutica se obtienen a partir de las plantas medicinales las cuales
son usadas tradicionalmente. Estos estudios fitoquimicos han tenido avances significativos respecto
a la elucidacion estructural, configuracion y sintesis de los metabolitos secundarios aislados, alguno
de los cuales han sido sometidos a ensayos clinicos.

La razéon fundamental del interés del mundo por estas sustancias bioactivas de origen natural es
debido a que aproximadamente el 80% de la poblacion mundial que habita en los paises que se en
vias de desarrollo la utiliza. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) estima que ese porcentaje de
la poblacién usa la medicina tradicional para sus necesidades (Nudelman, 2004). Por ultimo, es
importante destacar que en nuestro pais una buena parte de la poblacidon no puede costearse los

medicamentos existentes en el mercado y utilizan como alternativa a la medicina tradicional.



2. ANTECEDENTES

2.1 Metabolitos primarios.

Una gran diferencia que existe entre plantas y los animales es la capacidad de sintesis de numerosas
y diversas sustancias de diferente naturaleza quimica. Estas presentan propiedades farmacoldgicas
diversas, aunque su papel fisiolégico en la planta no es conocido a veces del todo. En particular las
plantas y otros organismos mediante sus procesos metabdlicos sintetizan dos categorias de
metabolitos: primarios y secundarios; aunque esta distincién resulta totalmente arbitraria ya que no
existe division precisa entre estos (Harborne, 1997).

Los metabolitos primarios abundantes en la naturaleza son indispensables para el desarrollo
fisiolégico de la planta, se encuentran presentes en grandes cantidades, estos conducen a la sintesis
de metabolitos secundarios que se acumulan en la planta en pequefias cantidades, a veces en células
especializadas, lo que dificulta su extraccion. Entre estos metabolitos primarios se encuentran
aminodcidos, proteinas, carbohidratos, lipidos, acidos grasos, acidos carboxilicos, etc. (Castillo y

Martinez, 2007).

2.2 Metabolitos secundarios.

Las plantas producen una gran cantidad de compuestos que no parecen tener una funcién directa en
su crecimiento y desarrollo, estas sustancias reciben el nombre de metabolitos secundarios, los
cuales son también nombrados como productos secundarios o productos naturales. Estos
metabolitos no tienen una funcidn reconocida o directa en los procesos de fotosintesis, respiracion,
transporte de solutos, sintesis de proteinas, asimilacion de nutrientes, diferenciacién o formacién de
carbohidratos, proteinas y lipidos (Taiz y Zeiger, 2006).

Un metabolito secundario puede estar implicado en relaciones ecolégicas, es decir, en la relacién de
la planta productora con los otros organismos de su entorno natural. Ejemplos de estos, son los
pigmentos de las flores, estos atraen a los insectos polinizadores y los compuestos que inhiben el
crecimiento de otros organismos o que protegen a la planta de infecciones o de los depredadores
(Abrahamson, 1989). Algunos metabolitos secundarios se caracterizan por tener una distribucidn

restringida en el reino vegetal, se pueden encontrar en una sola especie vegetal o un grupo de



especies que estdn relacionadas mientras que los metabolitos primarios pueden ser ubicuos en el
reino vegetal (Taiz y Zeiger, 2006).

En general estos compuestos secundarios son responsables del olor, sabor y color de la planta y
también de sus propiedades medicinales (Castillo y Martinez, 2007). En otros estudios se ha descrito
su importancia fisiolégica (los esteroles, constituyentes de las biomembranas, la lignina, polimero
natural) o sirven como sefiales que integran la diferenciacién celular y el metabolismo en diferentes

partes del organismo vegetal (Pifiol y Palazén, 1993).

2.3 Terpenoides.
Los terpenoides constituyen la familia mas extensa, con mds de 65,000 compuestos. En esta familia
se incluyen compuestos con actividades farmacolédgicas importantes como son los esteroles,
glucdsidos cardioténicos, saponinas y terpenoides modificados. Debido al extenso campo de
aplicacion, representan un grupo de suma importancia econdmica lo que permite que sigan buscando
e identificando nuevas estructuras y aplicaciones (Oldfield y Lin, 2012).
En las plantas, los terpenoides intervienen en distintos procesos funcionales como son reguladores
de crecimiento vegetal, pigmentos fotosintéticos, portadores de electrones y componentes
estructurales de membrana. Ademas de estas funciones metabdlicas, funcionales y estructurales
muchos terpenoides intervienen en la comunicacién y defensa de las plantas, como atrayentes de
polinizadores o de dispersores de semillas, fitoalexinas competitivas, antibidticos y toxinas
repelentes (Harborne, 1997).
Los terpenoides de origen vegetal representan un recurso natural renovable, y proporcionan un
amplio rango de productos comerciales utiles, incluyendo, saborizantes, disolventes, fragancias,
adhesivos, polimeros, pero sobre todo numerosos farmacos e intermediarios sintéticos. Estos
compuestos se clasifican dependiendo del numero de unidades de isopreno (2-metil-1,3-butadieno)
en:

e Monoterpenoides (10 carbonos. 2 unidades de isopreno)

e Sesquiterpenoides (15 carbonos, 3 unidades de isopreno)

e Diterpenoides (20 carbonos, 4 unidades)

e Triterpenoides (30 carbonos, 6 unidades)



e Tetraterpenoides (40 carbonos, 8 unidades).
Siendo de tal forma que los triterpenoides constituyen el grupo mas extenso de terpenoides debido
a su gran diversidad estructural y se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal en
estado libre, como glicdsidos o como ésteres, aunque también han sido hallados algunos importantes
en el reino animal, asi como en el reino fungi. En los triterpenoides se incluye el escualeno, aislado
por primera vez del aceite de higado de tiburén y un gran nimero de compuestos con distinto
numero de anillos. Se distinguen cuatro clases de triterpenoides: de cadena abierta, tricilicos,
tetracilicos y pentaciclicos. Basado en sus esqueletos de carbono, se pueden clasificar en:

e Tetraciclicos: Lanostanos, dammaranos, cicloartanos o eufanos, entre otros.

e Pentaciclicos: Ursanos (acido ursdlico, uvaol), oleananos (acido oleandlico, acido maslinico,

eritrodiol) o lupanos (lupeol, betulina, acido betulinico) (Vincken et al., 2007).

2.3.1 Biosintesis de terpenoides.

Los triterpenoides presentes en la naturaleza tienen su origen en el escualeno, alcohol triterpénico
formado por una condensacion cola-cola del farnesol. La regla biogenética del isopreno en la cual se
explica que, en las plantas, la biogénesis de los compuestos terpénicos da inicio en el citosol con el
acido mevalonico (acido (R)-4,5-dihidroxi-3-metilpentanoico), el cual es formado por condensacién
de 3 unidades de acetil-CoA. Posteriormente, ocurre una activacion por fosforilaciéon y
descarboxilacion del acido mevaldnico como se representa en la Figura 1. Dando como resultado
pirofosfato de 3-isopentenilo, que también se puede isomerizar en pirofosfato de 2-isopentenilo. Los
cuales presentan una gran actividad de reacciones de sustitucién nucleofilica. La formacion del
primer monoterpenoide se da cuando el pirofosfato de 3-isopentenilo desfosforila a pirofosfato de
2-isopentenilo, como se ve en la Figura 2, dando el monoterpenoide lineal pirofosfato de geranilo
por una unidn cabeza-cola. Este monoterpenoide puede reaccionar o ciclarse para dar origen a los

mas diversos esqueletos de diez carbonos (limoneno, geraniol, mentol, etc.).
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Figura 1. Biosintesis de los precursores biolégicos de los terpenos (pirofosfato de 2-isopentenilo y

pirofosfato de 3-isopentenilo).

Este monoterpenoide puede reaccionar o ciclarse para dar origen a los mas diversos esqueletos de
diez carbonos (limoneno, geraniol, mentol, etc.).

Posteriormente, el pirofosfato de geranilo puede reaccionar con una nueva unidad de isopreno
(pirofosfato de 3-isopentenilo) por la accidn de la enzima geranil transferasa, se obtiene pirofosfato
de farnesilo, el cual es la base de todos los sesquiterpenos, los cuales presentan diferentes esqueletos
carbonados (drimano, eudesmanos, germacranos, etc.).

Para la sintesis de los diterpenoides el farnesil pirofosfato reacciona con pirofosfato de 3-
isopentenilo, dando lugar a pirofosfato de geranil-geraniol, intermediario precursor de los

diterpenoides como (kaurano, atisanos, etc.). Por ultimo, mediante la unién cabeza-cabeza de dos



unidades de pirofosfato de farnesilo catalizada por la enzima escualeno sintasa da como resultado el

escualeno, a partir del cual se forman los triterpenoides (lupano, oleanano, ursano, etc.) (Figura 2).
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Figura 2. Rutas biogenéticas hacia mono, sesqui, di y triterpenos a partir de los precursores

(pirofosfato de 2-isopentenilo y pirofosfato de 3-isopentenilo).



2.3.2 Acido oleandlico (1, AO).

El acido oleandlico (acido 3B-hidroxiolean-12-en-28-oico) es un compuesto biolégicamente activo
aislado en plantas tanto de uso alimenticio como medicinal. Es un compuesto que se encuentra
presente prevalentemente en plantas de la familia Oleaceae, como el olivo (Olea europea)
(Shanmugam et al., 2014; Pollier y Goossens, 2012). Este compuesto pentaciclico, cuya estructura
consta de 30 dtomos de carbono provenientes de la condenacién cola-cola de dos unidades de

farnesil pirofosfato (Figura 3).

Figura 3. Estructura molecular del dcido oleanélico (1).

En los ultimos afios se han realizados estudios sobre las propiedades y actividades de los
triterpenoides. Demostrandose que el acido oleandlico (1) presenta varias actividades tales como:
cardiovasculares, anticancerigenas, antiinflamatorias, antioxidantes, hepatoprotectoras, etc. (Taiz y

Zeiger, 2006)

2.3.3 Acido maslinico (2, AM).

El 4cido maslinico (acido 2-a,3-B-dihidroxioleano-12-en-28-oico) (Figura 4). Es un triterpenoide
pentaciclico abundante en la capa lipidica cuticular de las frutas de olivo (Bianchi et al., 1994) El AM
presenta dos hidroxilos en los carbonos 2 y 3, un carbonilo de acido unido al carbono 17 y un doble
enlace entre los carbonos 12 y 13. Este compuesto es altamente hidrofébico con poca solubilidad en
agua. El AM posee numerosas propiedades bioldgicas y terapéuticas descritas en la literatura entre
las que destacan: antioxidante (Montilla et al., 2003), antiinflamatoria (Marquez et al., 2006),

antihipertensiva (Sanchez y Mesa, 2018), etc.



Figura 4. Estructura molecular del acido maslinico.

2.3.4 Acido ursélico (3, AU).

El acido ursdlico (acido 3B-hidroxi-12-ursen-28-ico) (AU) es un triterpenoide pentaciclico que se
encuentra en numerosas especies vegetales junto a su isdmero el acido oleandélico (Ludefia, 2018).
Posee los mismos sustituyentes que el AO y la Unica diferencia esta en la ubicacion del metilo 29, el
cual se encuentra unido al carbono 19 (Figura 5). El AU es ampliamente estudiado debido a

propiedades analgésicas, antiinflamatorias y anticancerigenas (Pastorello et al., 2007).

Figura 5. Estructura molecular del 4cido ursélico (3).

2.3.5 Uvaol (4, UV).

El uvaol (Urs-12-ene-3,28-diol) es un triterpenoide pentaciclico, el cual ha sido ampliamente
investigado por sus actividades bioldgicas (Amelio et al., 1992). Este compuesto a diferencia de los
triterpernos anteriormente presentados (AO, AM y AU), carece del grupo carboxilo en 28 (Figura 6).

A este terpenoide se le han reportado diversas actividades bioldgicas siendo las principales, las



antiinflamatorias, anticancerigenas, cardiotdnicas, vasopresoras y antiarritmicas (Somova et al.,

2004).

Figura 6. Estructura molecular del uvaol (4).

2.3.6 Propiedades farmacoldgicas y aplicaciones de los acidos oleandlico (1), maslinico (2) y ursélico
(3).

Los triterpenoides pentaciclicos han tomado relevancia debido al amplio espectro de actividades
biolégicas que presentan. La principal funcidn biolégica que cumplen estos compuestos es en las
plantas y estan principalmente relacionados con la defensa frente a distintos patdgenos y herbivoros,
por lo que se podria esperar que estos triterpenoides presenten o actlen contra ciertos patoégenos
causantes de enfermedades en humanos (Taiz y Zeiger, 2006).

Los acidos maslinico (1), oleandlico (2) y el acido ursodlico (3) al igual que otros triterpenoides
pentaciclicos, tienen importantes actividades bioldgicas que demuestran el potencial terapéutico
gue estos compuestos de origen natural pueden tener relacionados al cancer, inflamacidn y SIDA por
mencionar ciertos ejemplos. Una amplia variedad de efectos farmacoldgicos derivados de los acidos
oleandlico, maslinico y ursdlico han sido descritos incluyendo propiedades beneficiosas sobre
sistema cardiovascular (Somova et al., 2003), actividad antioxidante (Wang et al., 2013), actividad
antihistaminica (Zhang y Ma, 1995), anticancerigena (Fernandez et al., 2003), antiinflamatorias
(Sanchez-Gonzalez et al., 2013), y antimicrobianas y asi mismo algunos de estos triterpenoides se

han incorporado como principios activos en cosméticos para tratamientos antiedad.



2.3.6.1 Actividad hepatoprotectora.

Los compuestos con esqueletos de oleanano han demostrado una actividad protectora del higado
frente a agentes quimicos, de la fibrosis y de la cirrosis resultado de las enfermedades hepaticas (Joy
Hoskeri et al., 2012; Pollier y Goossens, 2012; Zhang et al., 2012). Estos beneficios, se deben a la
accién antiinflamatoria y antioxidante, asi como los efectos que tiene sobre enzimas que metabolizan
farmacos. El AO ocasiona el incremento de la Nrf2 nuclear, que es la llave transcripcional para la

proteccion del higado (Liu et al., 2008).

2.3.6.2 Efecto anticancerigeno y citotoxico

Los acidos oleandlico (1) y maslinico (2) han manifestado efectos en diferentes estadios de desarrollo
tumoral, induciendo la diferenciacién celular y apoptosis. Ademas, ambos acidos presentan actividad
citotoxica (Lee et al., 1994) y se ha demostrado que son capaces de inhibir la proliferacién de células
malignas de varios tipos de tumores sin afectar a células sanas (Zuco, et al., 2002). Estos compuestos
han presentado un interés creciente en la medicina por dichos efectos sobre los tumores y su baja
toxicidad. La actividad que se ha demostrado es sobre lineas celulares de leucemia (Fernandes et al.,
2003) y cancer de colén (Li et al., 2002), ademds de que estos compuestos inhiben el desarrollo del
tumor en distintas etapas incluyendo la tumorogénesis, progreso tumoral, angiogénesis y la
metastasis (Sohn et al.,1995).

Los mecanismos celulares que inducen el efecto antitumoral no son bien conocidos, pero en estudios
recientes se ha demostrado que estos compuestos son capaces de inducir apoptosis en células
tumorales por la sobreproducciéon de especies reactivas del oxigeno (ROS), favoreciendo la
disminucion de potencial transmembrana de la mitocondria y la activacién de caspasa-3 (Zuco et al.,
2002), ademas de que se ha visto que producen inhibicion de la actividad de la DNA topoisomerasa
I, enzima participante en el papel del metabolismo del DNA, y su inhibicién ha sido base del

tratamiento de varios tipos de cancer.

2.3.6.3 Efecto antinflamatorio y modulador del sistema inmune.
El acido maslinico tiene propiedades tanto antinflamatorias como moduladoras del sistema inmune,

la informacién proporcionada refiere a que el acido maslinico inhibe la liberacién de IL-6, TNF y la
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produccién de NO y perdxido de hidrogeno, lo que disminuye el estrés oxidativo intracelular (Huang
et al.,, 2011).

Como se sabe los procesos inflamatorios de tipo crénico son considerados hoy en dia como una de
las causas mds importantes de enfermedades cardiovasculares, diabetes tipo Il y cancer, es por eso
que el estudio y aplicacion de la actividad anti-inflamatoria que presenta el acido maslinico, tiene
una alta relevancia tanto para el tratamiento como para la prevencién de estas enfermedades.
Ejemplo de estas aplicaciones son que inhibe la actividad enzimatica del glicogeno fosforilasa (Guan
et al., 2009) y ademas presenta actividad hipoglucémica demostrada por via oral en ratas diabéticas
(Wen et al., 2005). Ademas, tiene la capacidad de proteger el dafio celular por disminuir la

peroxidacidn lipidica de membranas celulares (Montilla et al., 2003).

2.3.6.4 Actividad anti-VIH.

Tanto el 4cido maslinico como el acido oleandlico y otros derivados triterpenicos sustituidos en los
carbonos 3y 28 han presentado una actividad significativa contra el virus VIH (Mengoni et al., 2002).
Ademas de que los hemiésteres glutaricos de acido oleandlico revelan inhibicién de la proteasa de
HIV-1(Ma et al., 1999). Los acidos AO y AM poseen una potente actividad inhibidora in vitro de la

proteasa del virus del VIH y actividad antiviral (Xu et al., 1996).

2.3.6.5 Tratamiento contra la dermatitis.
El AO es capaz de prevenir y tratar la dermatitis atépica y la dermatitis alérgica de contacto, esto por
las propiedades inmunoreguladoras, especificamente para estos padecimientos es la inhibicién de

citoquinas y quimiocinas, especificamente las citocinas Th1, Th2, Th17 y Th22 (Choi et al., 2013).

2.6.3.6 Efecto antiparasitario.

Los AO y AU, han sido propuestos para el tratamiento contra el chagas, demostrando que son capaces
de eliminar al parasito T. cruzi el cual es el responsable de esta enfermedad. Estos acidos triterpenicos
promueven el aumento de IL-10 y una reduccidn del interferén gama, reduciendo la parasitemia (da

Silva-Ferreira et al., 2013).

11



2.6.3.7 Efecto neuroprotector.
Debido a los efectos antioxidantes, antiglicativos y antiapoptéticos, los dacidos triterpenicos
pentaciclicos (especialmente el AO) tienen la actividad neuroprotectora y contra el envejecimiento

neuronal (Tsaiy Yin, 2012).

2.6.3.8 Agentes contra la diabetes.
Los AO y AU tienen descritos efectos benéficos contra la diabetes mellitus tipo 2 por la inhibicién de

la a-glucosidasa (Hou et al., 2009; Chen et al., 2006; Wang et al., 2010).

2.6.3.9 Actividad antiviral contra virus de la hepatitis tipo C (VHC).

Por otra parte, los AO y AU poseen actividad antiviral, causando una supresién de la replicacién del
VHC, dicha actividad antiviral es la supresion del NS5B RdRp del VHC, de manera no competitiva (Kong
et al,, 2013).

2.6.3.10 Otros efectos.
Los AO y AU poseen propiedades antiulcerosas en ratas (Gupta et al., 1981), asi como insecticidas y

antifungicos (Marquina et al., 2001; Favel et al., 1994).

2.3.7 Propiedades farmacoldgicas y aplicaciones del uvaol (4)

Al igual que los triterpenoides pentaciclicos anteriormente mencionados (AO, AM y AU), el uvaol es
un triterpenoide que ha tomado relevancia debido a sus multiples actividades bioldgicas. Este tiene
importantes actividades bioldgicas que demuestran el potencial terapéutico que puede tener
relacionado al cancer, inflamacién y antibacteriano.

Existe una amplia variedad de efectos farmacoldgicos descritos del uvaol los cuales incluyen
propiedades antibacterianas, especialmente contra bacterias Gram positivas (Kemboi et al., 2016),
cardiotdnicas, antiarritmicas (Somova et al., 2004), anticancerigeno (Ukiya et al., 2002), antiviral
incluido efecto contra el VIH (Serra et al., 1994; Kashiwada., 2000) hipoglucemiante (Taniguchi et al.,

2002) y efecto hepatoprotector (Liu et al., 1994).
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2.3.7.1 Efecto citotoxico.

El uvaol es un modulador del flujo de salida de la bomba de eflujo de sustrato de la rodamina 123y
el bromuro de etidio por células cancerigenas ademas de tener un efecto de sinergismo con
doxorubicina, agente anticancerigeno para el que inicialmente las células mostraron resistencia

(Martins et al., 2011).

2.3.7.2 Actividad anti-VIH
El UV tiene menor efecto contra el virus del VIH en comparacidon con otros triterpenoides

pentaciclicos, en especial compardndolo con el AM (Kashiwada., 2000).

2.3.7.3 Actividad hepatoprotectora.
El UV presenta actividad hepatoprotectora al igual que el AO debido a su accién antiinflamatoria y

antioxidante (Liu et al., 1994).

2.3.7.4 Actividad antibacteriana

El UV ha demostrado una excelente actividad antimicrobiana sobre las bacterias S. aureus y B. subtilis,
pero una baja actividad contra E. coli (Douglas et al., 2016). El posible mecanismo de accién es una
interferencia con las membranas celulares, dafno a enzimas, componentes estructurales y al DNA,
ademads de una actividad antimicobacteriano para cepas de M. tuberculosis (Morocho et al., 2018;

Martins et al., 2011).

2.3.7.5 Efecto antiinfamatorio

Por medio de modelos murinos se ha observado que el UV es capaz de inhibir la produccién de IL-5
y reducir la afluencia de leucocitos (principalmente eosindfilos), sin interferir con los niveles de
especies reactivas de oxigeno, volviéndolo un candidato para inflamaciones alérgicas (Agra et al.,

2016).
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2.4 Triglicéridos.

Los triglicéridos también conocidos como triacilgliceroles son los lipidos mas simples, constituidos
por tres acidos grasos unidos mediante un enlace éster a una Unica molécula de glicerol. Son
moléculas no polares e hidréfobas, esencialmente no solubles en agua (Nelson et al.,2012).

Su nomenclatura se basa, en si las tres cadenas de dcidos grasos son idénticas o dos o incluso las tres
cadenas son distintas, en el primer caso este es nombrado como el acido graso, en los dos casos
siguientes éstos deben ser nombrados sin ambigliedades el nombre del acido graso y su posicidn
deben ser especificados (lok et al., 1976; Fahy et al., 2005).

En las plantas los triglicéridos se almacenan como aceites, son especialmente importantes durante
la germinacidn proporcionando energia, asi como precursores biosintéticos durante su germinacion
(Nelson et al., 2012), aunque de vital importancia en este proceso las plantas nunca dejan de

sintetizar a los triglicéridos halldndose principalmente es sus frutos y hojas.

2.4.1 Biosintesis de triglicéridos

La biosintesis de triglicéridos ha sido estudiada de manera amplia desde los afios 50°s, existiendo
varias rutas de sintesis, descritas en diferentes organismos y tejidos, un ejemplo es la via
monoacilglicerol mediada por acil-CoA: monoacilglicerol aciltransferasa, la cual fue elucidada
originalmente en animales que utilizan acil-CoA como donantes de acilo. Mientras la sintesis de TG
independiente de acil-CoA catalizada por el fosfolipido diaglicerol, se ha demostrado que la
aciltransferasa también la realizan plantas y levaduras (Qin et al., 2012).

La biosintesis mas estudiada de TG (Figura 7). Inicia partiendo de la reaccién de acilacién de glicerol-
3-fosfato (G3P) con acil-CoA catalizada por la enzima acil-CoA: glicerol-3-fosfato aciltransferasa
(GPAT) formando 4acido lisofosfatidico (LPA), pasando por una segunda acilacién con acil-CoA vy
catalizada por acil-CoA: 4cido lisofosfatidico aciltransferasa (LPAT) formando acido fosfatidico (PA) la
cual es desfosforilada por lipinas (PAP) generando 1,2-diacilglicerol (DG) finalmente es la
esterificaciéon del DG por medio de la acil-CoA: diacilglicerol aciltransferasa (DGTA) produciendo el

TG. A esta via se le conoce como la via Kennedy o via G3P.
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Figura 7. Ruta de biosintesis de los TG en plantas.

2.5 Genero Arctostaphylos.

Arctotaphylos es un arbusto perteneciente a la familia Ericaceae, originario de América boreal, su
rango de distribucion va desde el sur de los Estados Unidos (California, Texas y Utah) hasta los estados
de Oaxaca y Veracruz (México) con un total de 62 especies. Su crecimiento estd relacionado en
altitudes desde los 1,750 hasta los 3,900 m.s.n.m, asociado principalmente a zonas montafiosas con

climas semicalido, semiseco y templado (APMTM, 2009).
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2.6 Arctostaphylos pungens.

Arctostaphylos pungens (Figura 8) mejor conocida como pingtiica es una planta medicinal reconocida
por sus beneficios y diversos usos para la salud ademas de representar una fuente de alimento para
diversos animales silvestres. (APMTM, 2009)

A. pungens se establece en las primeras etapas del proceso de sucesidn ecolégica luego de un
disturbio, por lo que se considera una especie importante para el control de erosién de suelo
(Marquez et al., 2004). Se encuentra principalmente en bosque espinoso, pastizal, bosque de encino,

bosque de pino y de juniperos.

Figura 8. llustracién de A. pungens del Cédice de la Cruz Badiano.
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2.6.1 Clasificacion taxondmica.

Reino: Plantae Familia: Ericaceae
Division:  Magnoliophyta Subfamilia: Arbutoideae
Clase: Magnoliopsida Género: Arctotaphylos
Arctotaphylos
Orden: Ericales Especie: pungens

2.6.2 Descripcidn botanica de Arctotaphylos pungens.

Arbusto o arbol: Arbusto de 1 a 3.5 m de altura, esta ramificado y su corteza es lisa de color café
rojizo (Figura 9A). (APMTM, 2009)

Hojas: De soporte corto, con punta redonda, son rigidas y de color verde pdlido de 1 a 3.3 cm de
largo (Figura 9B). (APMTM, 2009)

Inflorescencias: La flor es urceolada, de color blanco a rosa mexicano y agrupada en racimos de cinco
a ocho (24) flores (Figura 9C); puede florecer durante todo el afio, pero lo hace masivamente al final
del invierno, y en ocasiones, dependiendo de la abundancia de lluvias, a principios de verano.
Es polinizada principalmente por abejas, aunque se ha observado también a dipteros y lepidépteros.
La planta puede reproducirse vegetativamente a partir de ramas que se entierran, pero este tipo de
reproduccion es raro. (APMTM, 2009)

Fruto: drupa globosa deprimida, lisa, de aproximadamente 5 a 8 mm, carnosa y comestible. Madura
al final de la primavera o a finales del verano. Cuando madura es de color amarillo-rojizo. Los frutos
son consumidos por 0sos, coyotes, zorras, conejos, roedores, guajolotes silvestres e incluso por
hormigas. Las semillas, en nimero de 4 a 7, tienen los tegumentos endurecidos (forma huesecillos)

y en ocasiones permanecen unidas en grupos de dos a tres (Figura 9D). (APMTM, 2009)
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Figura 9. A) Arbusto de A. pungens, B) Inflorescencia, C) Hojas, D) Frutos. Recuperado de

http://bdi.conabio.gob.mx/fotoweb/
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2.6.3 Nombres comunes.
Madreselva, madroiio, manzanilla, manzanita, tepesquite. Estado de México: tepeisquilitl (nahuatl),
pendicua, pendiqua., Hidalgo: tenguita., Chihuahua: uitzara (rardmuri), Sonora: iyoli (pima).

(APMTM, 2009)

2.6.4 Usos y propiedades medicinales.

Existen registros de su uso en la medicina tradicional en México que datan del siglo XVI, cuando se
cree que se usaba para tratar el asma, En el siglo XX existen registros de su uso como diurético para
tratar afecciones mucosas crénicas de la vejiga, cicatrizante en vias urinarias, cistitis, pielitis y
metritis. (APMTM, 2009)

En México se aprovechan los frutos y hojas para preparar remedios tradicionales para malestares
como fiebre, diarrea, dolor de estémago, tos, gonorrea, reumatismo, inflamacién, enfermedades
venéreas, del sistema respiratorio y muy recientemente para problemas relacionados con la
diabetes. aunque su uso mas popular se relaciona con las afecciones renales preparando una infusién
de hoja, raiz o la planta completa. (APMTM, 2009). Maximino Martinez la propone como tratamiento
para la albuminuria, antiblenorrahica, anticatarral, antidiarreica, diurético, enfermedades de la

vejiga. (MEXU, 2019)
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2.6.5 Distribuciéon en México de Arctothapylos Pungens.

La manzanita o pingliica (A. pungens) es una especie de arbusto Ericaceae, que en el continente
americano se localiza en los ecosistemas de clima templado, desde el suroeste de los Estados Unidos,
en las sierras Juarez y San Pedro Martir de Baja California, en la Sierra Madre Occidental y hasta los

bosques de Veracruz y Oaxaca. Dicha distribucién se muestra en la Figura 10.(APMTM, 2009)

Gojfo.de :
Mexico

Figura 10. Distribucion de A. pungens la cual abarca el sureste de Estados Unidos y principales

sierras de México. Recuperado de http://bdi.conabio.gob.mx/
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3. JUSTIFICACION.

Las plantas producen un amplio espectro de metabolitos secundarios, los cuales participan en sus
mecanismos de defensa contra la depredacién por microorganismos, insectos y herbivoros. Estos
metabolitos son compuestos que no se asocian directamente a los procesos de crecimiento y
desarrollo, sino que les confieren a las plantas propiedades bioldgicas las cuales pueden ser utilizadas
como medicinales. El estudio de estas propiedades ha sido el punto de partida para la busqueda de
nuevos farmacos, antibiéticos, insecticidas y herbicidas (Croteau et al., 2000; Heinrich et al., 2004).
En los ultimos afios ha existido un enorme progreso en el desarrollo de nuevos farmacos, la mayoria
de éstos presenta efectos secundarios, por lo que la busqueda de nuevos agentes terapéuticos mas
eficaces y sobre todo seguros sigue siendo una parte importante de la investigaciéon quimica y
farmacéutica. En este sentido, el reino vegetal continla siendo una gran fuente de nuevos agentes
con propiedades farmacoldgicas, ya que existen miles de plantas medicinales que poseen una gran
diversidad de metabolitos secundarios con diversas propiedades farmacoldgicas.

La medicina tradicional mexicana estd asociada al uso de plantas medicinales y data del periodo
prehispanico y ha ido evolucionando con el paso del tiempo, este tipo de recurso medicinal es muy
comun en todo el mundo especialmente en zonas marginadas en donde no se tiene facil acceso a
medicamentos.

Una de estas plantas es Arctostaphylos pungens mejor conocida como pinglica, cuyo uso tradicional
es principalmente para infecciones ocasionadas por bacterias, malestares como fiebre, diarrea, dolor
de estdmago, tos, gonorrea, inflamacién, afecciones renales y muy recientemente para tratar
problemas derivados por la diabetes, todas estas afecciones son tratadas ocupando principalmente
los frutos y hojas de la planta en infusidn. La principal razén por la cual ha sido fuente de estudio es
gue no se conocen los compuestos presentes en la planta y se requiere la identificacion de estos para

saber cudles son responsables de dichas acciones terapéuticas.
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4. OBJETIVOS.

4.1 Objetivo general.

Aislar los compuestos mayoritarios del extracto de los frutos de la pingtica.

4.2 Objetivos particulares.

e Preparar el extracto de los frutos de la pingliica utilizando como disolvente etanol.

e Fraccionar el extracto etandlico utilizando el reparto entre hexano y metanol/agua.

e Separar los compuestos utilizando métodos cromatograficos.

e Caracterizar los compuestos aislados utilizando resonancia magnética nuclear.
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5.MATERIALES Y METODOS.

5.1 Materia vegetal.

Los frutos de la pingliica fueron recolectados en Aculco de Espinoza Estado de México, México.
Posteriormente, los frutos fueron secados a temperatura ambiente y fragmentados con un molino
manual (Figura 11). Una muestra de referencia se conserva en el laboratorio 111 del Conjunto E de

la Facultad de Quimica.

Figura 11. Frutos molidos y secos para macerar.

5.2 Obtencién del extracto.

La extraccidon del material vegetal (10 Kg) se realizé empleando el método de maceracién a
temperatura ambiente (Figura 12A) y etanol como disolvente (24 L x 3 veces) durante un periodo de
3 semanas.

El disolvente se elimind en un rotaevaporador para asi obtener el extracto concentrado, dicho
extracto resultante se colocé en un matraz Erlenmeyer para posteriormente fraccionarlo con hexano
y metanol/agua y se filtré a presidn reducida con un embudo bilichner para llevarlo a sequedad y

obtener una pasta seca del extracto (Figura 12B).
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Figura 12. A) Frutos macerados. B) Pasta seca obtenida por presién reducida.

5.3 Procedimientos generales de analisis.

5.3.1 Andlisis cromatograficos.

Los analisis cromatograficos en capa fina se realizaron sobre placas de aluminio cubiertas con gel de
silice (60 F2s4 Merck, tamafio de particula 0.063-0.200 um) en diversos tamafios y sistemas de elucion.
Se observaron bajo luz ultra violeta a A= 254 nm y 315 nm, posteriormente se revelaron con

anhisaldehido sulfurico.

5.3.2 Determinacion de las constantes espectroscépicas.

Los espectros de RMN de 'H y C* se obtuvieron de un equipo Varian a una radiofrecuencia de 400
MHz y 100 MHz, respectivamente. Las muestras se disolvieron en piridina deuterada. Los

desplazamientos quimicos se expresan en el parametro & (ppm).

5.3.3 Fraccionamiento cromatografico del extracto.

Una porcién del extracto (70.0 g) se adsorbié en gel de silice 60 (Merck) y los constituyentes
separados por cromatografia liquida al vacio (VLC) (Figura 13A). Para esta separacion se utilizaron
como eluyentes mezclas de hexano, AcOEt y MeOH en distintas proporciones y en gradiente de
polaridad. En el fraccionamiento se recolectaron un total de 111 fracciones de 1 L, las cuales fueron

concentradas con el rotaevaporador para eliminar el exceso de disolvente. Estas fracciones fueron
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reagrupadas bajo el criterio de similitud cromatografica utilizando la técnica de cromatografia en
capa fina (TLC) usando un sistema de elucién hexano:cloroformo:MeOH (7:1.5:1.5) dando un total 24

fracciones combinadas (FP-A a FP-Z) como se muestra en la Tabla 1.
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Tabla 1. Fraccionamiento cromatografico del extracto de A. pungens.

FRACCCION DISOLVENTE PROPORCION REAGRUPAMIENTO
FP-01 a FP-05 HEXANO 100 FP-A
FP-06 a FP-09 HEXANO-CH,Cl, 98:2 FP-B
FP-10 a FP-13 HEXANO-CH,Cl, 96:4 FP-C

FP-14 HEXANO-CH,Cl, 94:6 FP-D’(FP-D+E)
FP-15 a FP-17 HEXANO-CH,Cl, 92:8 FP-F
FP-18 a FP-20 HEXANO-CH,Cl, 90:10 FP-G
FP-21 a FP-32 HEXANO-CH,Cl, 85:15 FP-H’ (FP-H+I+))
FP-33 a FP-35 HEXANO-CH,Cl, 80:20 FP-K
FP-36 y FP-37 HEXANO-CH,Cl, 75:25 FP-L
FP-38 y FP-39 HEXANO-CH,Cl, 50:50 FP-M
FP-40 a FP-42 HEXANO-CH,Cl, 25:75 FP-N
FP-43 a FP-45 CHCl 100 FP-N
FP-46 a FP-50 CHCl-AcOEt 95:5 FP-O’(FP-O+P)
FP-51 a FP-56 CHCl-AcOEt 90:10 FP-Q'(FP-Q+R)
FP-57 a FP-60 CHCl-AcOEt 90:20 FP-S
FP-61 a FP-64 CHCl-AcOEt 70:30 FP-T
FP-65 y FP-66 CH2Cl-AcOEt 60:40 FP-U
FP-67 a FP-77 CH2Cl-AcOEt 50:50 FP-V
FP-78 a FP-81 CH2Cl-AcOEt 40:60 FP-W
FP-82 a FP-83 CH2Cl-AcOEt 30:70 FP-W’
FP-84 a FP-89 AcOEt 100 FP-X

FP-90 a FP-101 AcOEt-MeOH 80:20 FP-X’
FP-102 a FP-108 AcOEt-MeOH 50:50 FP-Y
FP-109 a FP-111 MeOH 100 FP-Z
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En las fracciones FP-Q - FP-U se observé un patrén cromatografico similar, por lo cual estas fracciones

fueron sometidas a un segundo fraccionamiento por cromatografia en columna abierta (Figura 13B).

Este proceso cromatografico se resume en las Tablas 2 y 3, de estas dos fracciones primarias se

obtuvieron un total de total de 44 y 74 fracciones de 50 mL, respectivamente. Estas fracciones fueron

concentradas y agrupadas utilizando una estrategia similar a la descrita previamente. El proceso

descrito permitid la obtencion de 13 y 10 fracciones combinadas. Las fracciones resultantes fueron

renombradas como FQ-1 a FQ-10 y FU-1 FU-14 (Tabla 4).

Tabla 2 Fraccionamiento cromatografico de la fraccién FP-Q.

FRACCION DISOLVENTE PROPORCION
1-5 HEXANO 100
6-21 HEXANO-AcOEt-CHCl3 70:15:15
22-44 HEXANO-AcOEt-CHClz- 70:15:15:2.5
MeOH
Tabla 3. Fraccionamiento cromatografico de la fraccién FP-U.

FRACCION DISOLVENTE PROPORCION
1-9 HEXANO-CH,Cl, 70:15
10-15 HEXANO-CHCl,-AcOEt 70:15:5
16-26 HEXANO-CHCl,-AcOEt 70:15:15
27-72 HEXANO-CHCl,-AcOEt 70:15:20

73-74 ACETONA 100
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Tabla 4. Agrupacion de las fracciones FP-Q y FP-U.

FRACCION | FRACCION REAGRUPADA FP-Q | FRACCION FRACCION REAGRUPADA FP-U
1-4 FQ-1 1-8 FU-1'(FU-1+2)
5-9 FQ-2 9-18 FU-3
10-11 FQ-3 19-21 FU-4
12-13 FQ-4 22-31 FU-5'(FU-5+6)
14-17 FQ-5 32-35 FU-7
18-19 FQ-6 36-43 FU-8
20-25 FQ-7 44-48 FU-10
26-29 FQ-8 49-60 FU-11
30-32 FQ-9 61-73 FU-13
33-36 FQ-10 74 FU-14
37-40 FQ-11
41-43 FQ-12

44 FQ-13
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A) B)

Figura 13. A) Cromatografia en columna liquida al vacio del extracto con EtOH. B) Cromatografia en

columna abierta de los extractos FP-Qy FP-U.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION.

6.1. Obtencidn del extracto.
El proceso de extraccién de los frutos de A. pungens utilizando la técnica de maceracidn con etanol
por un periodo de 9 semanas resulté en la obtencidn de 161.1 g de un sélido de apariencia cerosa de

color amarillo (Figural4).

Figura 14. Extracto seco obtenido de A. pungens.

6.2 Obtencidn y rendimiento de las fracciones.
A partir de las fracciones FP-V, FP-W, FQ-7, FU-8 y FU-11 (Figura 15) precipité espontdneamente un

solido de color blanco. Estas fracciones al ser analizados por TLC denotaban la presencia de
compuestos de interés. En las Tablas 5 y 6 se indica el peso total y sus rendimientos de los sélidos en

las fracciones. En la fraccidon FP-N se obtuvo un aceite de color naranja translucido (Figura 16).
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Figura 16. Fraccion FP-N.
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Tabla 5. Peso total de las fracciones del extracto de A. pungens.

FRACCION PESO (mg)
FP-A 218.8
FP-B 21.1
FP-D’ 3.9
FP-F 979.9
FP-G 46.5
FP-H’ 139.9
FP-K 19.2
FP-L 82.5
FP-M 85.6
FP-N 29.8
FP-N 3102.6
FP-O’ 2386.9
FP-Q’ 976.1
FP-S 559.0
FP-T 1651.4
FP-U 1721.7
FP-V 21563.9
FP-W 2315.3

FP- W’ 369.9

FP-X 336.0

FP-Y 68.4
FP-Z 14975.7
Rendimiento total 73.8%
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Tabla 6. Peso total de las fracciones FQy FU.

FRACCION PESO (mg) FRACCION PESO (mg)
FQ-1 11.6 FU-1’ 4.9
FQ-2 1.2 FU-3 1.6
FQ-3 34.2 FU-4 5.9
FQ-4 36 FU-5' 1
FQ-5 7.8 FU-7 31.3
FQ-6 5 FU-8 361.7
FQ-7 165.4 FU-10 104.3
FQ-8 20 FU-11 98.7
FQ-9 5 FU-13 146.7
FQ-10 5.7 FU-14 147.2
FQ-11 15 Rendimiento total 52.5%
FQ-12 52.2
FQ-13 260.3

Rendimiento total 63.5%

6.3 Caracterizacion estructural de los compuestos aislados.

6.3.1 Acido oleandlico (APC001).

El compuesto AO el cual fue etiquetado como APC001 para su estudio, se aislé6 como un sélido de
color blanco ligeramente soluble en MeOH en caliente. Los espectros de RMN-'H (Figura 17) y RMN
13C (Figura 18) mostraron el perfil tipico para un triterpenoide. A continuacién, se describen las
sefiales mas relevantes encontradas en los espectros de RMN:

1. En el espectro de RMN-H, en &4 5.53 se observé un triplete con una constante de acoplamiento
de 4.0 Hz asignable a un metino olefinico H-12.

2. En 61 3.48 se observd un multiplete que integrd para un protdn, asignable a un metino oxigenado

H-3.
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3. En 61 3.34 se observé un doble de dobles (J= 4.0) que integrd para un protén, asignable al metino
H-18.

4.En 6n1.32 (H-27), 61 1.27 (H-23), 1.06 (H-26), 1.05 (H-24), 1.04 (H-25), 0.99 (H-29), 0.92 (H-30) se
observaron siete sefiales asignables a siete metilos alifaticos.

La estructura del acido 3B-hidroxiolean-12-en-28-oico para el AO (APC001) se confirma utilizando los
espectros COSY, HMBC y HMQC (Anexo Figuras 1a, 1by 1c) y por comparacién de estos datos con los

reportados en la literatura (Seebacher et al., 2003).
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Figura 17. Espectro de RMN-H del dcido oleandlico.

El espectro de RMN-13C, (Figura 18), mostrd la presencia de 30 sefiales y es consistente con un

compuesto de naturaleza triterpénica. Las sefiales mas relevantes corresponden a un grupo carbonilo
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de 4cido en 6¢ 180.6 (C-28) un carbono cuaternario olefinico en 6¢ 145.1 (C-13), un metino olefinico
en 6¢ 122.8 (C-12), un metino oxigenado en &¢ 78.4 (C-3), y siete metilos (6¢ 15.7, 16.8, 17.7, 26.4,

29.1, 33.5). Estas sefiales son congruentes con la presencia del dcido oleandlico (Seebacher et al.,

2003).
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Figura 18. Espectro de RMN-3C del 4cido oleandlico.

Con base en las evidencias descritas se concluyé que el compuesto APCOO1 es un triterpenoide
pentaciclico de tipo oleanano y se identificé como 4cido oleandlico a partir de la comparacion de sus
datos espectroscépicos y espectrométricos con los reportados en la literatura (Seebacher et al.,,
2003). RMN-!H (400 MHz, piridina-ds): 61 5.53 (1H, s, H-12), 3.48 (1H, dd, J= 4.0, 10.0 Hz, H-3), 3.33
(1H, dd, J= 4.6, 14.0 Hz, H-18), 1.32 (3H, s, H-27), 1.27 (3H, s, H-23), 1.05 (3H, s, H-24), 1.05 (3H, s, H-
30), 1.04 (3H, s, H-26), 0.98 (3H, s, H-29), 0.92 (3H, s, H-25). RMN-3C (100 MHz, piridina-ds): 6c 180.6
(C-28), 145.1 (C-13), 122.9 (C-12), 78.4 (C-3), 56.1 (C-5), 49.9 (C-9), 48.4 (C-17), 47.0 (C-19), 42.4 (C-
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14), 42.3 (C-18), 40.0 (C-8), 39.7 (C-4), 39.2 (C-1), 37.7 (C-10), 34.5 (C-21), 33.6 (C-7), 33.6 (C-29), 33.5
(C-22), 31.3 (C-20), 29.1 (C-23), 28.6 (C-15), 28.3 (C-2), 26.5 (C-27), 24.1 (C-11), 24.1 (C-16), 24.1 (C-
30), 19.1 (C-6), 17.7 (C-26), 16.9 (C-24), 15.8 (C-25). Por ultimo, es importante mencionar que se
observaron sefiales congruentes con la presencia del acido ursélico como un segundo compuesto
(proporcidn). Para verificar la identidad de este compuesto se compararon los espectros de RMN con
los de una muestra auténtica aislada en el grupo de investigacion a partir de las hojas de la pingliica
(Figuras 19 y 20). Las constantes espectroscépicas fueron idénticas a las descritas por Seebacher y

colaboradores (2003).
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Figura 19. Espectro de RMN-!H del acido ursdlico.

36



T T T
150 145 140 135 130 125 120 115 1108 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5
1 (ppm)

Figura 20. Espectro de RMN-'3C del 4cido ursdlico.

6.3.2 Acido maslinico (APC002).

El espectro de RMN-'H de APC002 fue muy similar a los espectros obtenidos para el acido oleandlico
(1). En &n 5.49 se observé una sefal ancha correspondiente al protén olefinico H-12; en 64 3.42 se
localizé un doblete que integra para el proton H-3; en &4 3.32 se situo un doble de doble (J= 4.12),
integra para un protdn y se atribuyé al protén alilico H-18; asi mismo, se observaron siete singuletes
asignables a los metilos cuaternarios (H-23, H-24, H-25, H-26, H-27, H-29 y H-30). La principal
diferencia encontrada fue la presencia de un doble de doble de dobles que integrd para un protén
en &y 4.11 (J=4.0, 8.0, 12.0 Hz, H-2) (Figura 21). RMN-!H (400 MHz, piridina-ds): 6x 5.49 (1H, t, J=3.4
Hz, H-12), 4.11 (1H, ddd, J= 4.0, 8.0, 12.0 Hz, H-2), 3,42 (1H, d, J= 8.0, Hz, H-3), 3.32 (1H, dd, J= 4.0,
14.0 Hz, H-18), 1.29 (3H, s, H-23), 1.29 (3H, s, H-27), 1.10 (3H, s, H-24), 1.04 (3H, s, H-30), 1.02 (3H, s,
H-25), 1.01 (3H, s, H-26), 0.97 (3H, s, H-29). El espectro de RMN-*3C fue de nueva cuenta similar al del

acido oleandlico (APC001), excepto por ausencia del metileno C-2 (6¢ 28.2) y la aparicidn la sefial
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correspondiente a un metino base de oxigeno en 6¢ 68.8 asignable C-2 (Figura 22). RMN-3C (100
MHz, piridina-ds): 8¢ 180.4 (C-28), 145.1 (C-13), 122.7 (C-12), 84.0 (C-3), 68.8 (C-2), 56.1 (C-5), 48.4
(C-9), 48.0 (C-1), 46.9 (C-17), 46.6 (C-19), 42.4 (C-14), 42.2 (C-18), 40.0 (C-4), 38.7 (C-10), 34.4 (C-21),
33.5(C-22,C-29), 33.4 (C-7), 31.2 (C-20), 29.6 (C-23), 28.5 (C-15), 26.4 (C-27), 24.1 (C-11), 24.0 (C-30),
23.9 (C-16), 19.1 (C-6), 17.9 (C-26), 17.7 (C-25), 17.1 (C-24). La estructura del acido 2a,3B-2,3-
dihidroxiolean-12-en-28-oico o acido maslinico (APC002) se confirmd utilizando los espectros COSY,
HMBC y HMQC (Anexo Figuras 2a, 2b y 2c) y por comparacion de estos datos con los reportados en

la literatura (Woo et al., 2014).
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Figura 21. Espectro de RMN-H del 4cido maslinico.
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Figura 22. Espectro de RMN-*3C del 4cido maslinico.

6.3.3 Uvaol (APC003).

El espectro de RMN-'H de APC003 fue similar a los espectros obtenidos para el dcido oleandlico
(APC001), la principal diferencia en el espectro fue la presencia de dos dobletes en &4 3.90 y 3.49
asignables a los protones del metileno H-28. RMN-H (400 MHz, piridina-ds): 61 5.24 (1H, t, J= 3.5 Hz,
H-12), 3.90 (1H, d, J= 8.0 Hz, H-28a), 3.49 (1H, d, J= 8.0 Hz, H-28b), 3.48 (1H, m, H-3), 1.26 (3H, s, H-
23),1.23(3H, s, H-27), 1.06 (3H, s, H-24), 1.04 (3H, s, H-30), 0.98 (3H, s, H-25), 0.98 (3H, s, H-26), 0.95
(3H, s, H-29) (Figura 23). El espectro de RMN-13C fue similar al del &cido oleandlico (APC001), excepto
por la presencia del metileno C-28 (6¢ 68.93) y la ausencia de la senal para el carbonilo de acido
(Figura 24). RMN-3C (400 MHz, piridina-ds): 8¢ 139.42 (C-13), 124.81 (C-12), 77.88 (C-3), 68.9 (C-28),
55.1(C-5), 47.9 (C-9), 39.0 (C-1), 38.5 (C-17), 39.56 (C-19), 42.2 (C-14), 54.4 (C-18), 39.17 (C-4), 36.92
(C-10), 31.0 (C-21), 36.9 (C-22),17.57C-29), 33.05(C-7), 39.64 (C-20), 28.56 (C-23), 26.31 (C-15), 23.38
(C-27), 23.45 (C-11), 21.40 (C-30), 23.45 (C-16), 18.53 (C-6), 16.76 (C-26), 15.69 (C-25), 16.34 (C-24)
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(Figura 24) . La identidad del compuesto APC003 se confirmé por comparacion directa de los datos de RMN

y cromatograficos de una referencia comercial de uvaol.
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Figura 23. Espectro de RMN-'H del uvaol.
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Figura 24. Espectro de RMN-3C del uvaol.

6.3.4 1,3-Dioleoil-2-linoleoil-rac-glicerol (APC004).

El compuesto APC004 se aislé6 como un aceite de color amarillo soluble en hexano y diclorometano.
La comparacién cuidadosa de los espectros de RMN-'H (Figura 25) y RMN-13C (Figura 26) revelaron
la presencia de un triglicérido con dos acidos oleicos unidos a las posiciones C-1 y C-3 y un linoleico
unido en la posicién C-2 (Chandra y Nair., 1993; Zhao et al., 2013; Vlahov et al., 2002).

En 6u 5.26 (1H, m, H-2), 4.24 (2H, dd, H-3a y H-3b) y 4.10 (2H, dd, H-1a y H-1b) las sefales
caracteristicas para el glicerol. Estas correlacionaron en el espectro de HSQC con las sefiales en oc
68.94 y 62.13, fueron asignadas a los carbonos C-2, C-1 y C-3, respectivamente. Estas evidencias
sugirieron la presencia de un glicerol trisubstituido (Chandra y Nair., 1993). Otras caracteristicas
importantes fueron la presencia de ocho carbonos olefinicos en 84 5.36 - 5.25 (8H, m, H-9, H-10" x 2,
H-9”, H-10"", H-12"y H-13"") y las sefiales para tres grupos metileno unidos a los carbonos del

carbonilo del éster en 2.26 (6H, t, J= 7.5, H-2" x 2, H-2"") y en 8¢ 34.1 [(C-2") x 2] y 34.2 [(C-1") x 2],
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respectivamente. Las evidencias presentadas anteriormente soportan la conclusién que en los
carbonos C-1y C-3 se encontraban unidos dos acidos oleicos y en el C-2 un acido linoleico. Basados
en las comparacién de estos datos con los reportados previamente en la literatura por Chandra y Nair
(1993), el compuesto APC004 fue identificado como 1,3-di[(cis)-9-octadecenoil]-2-[(cis, cis)-9, 12-
octadecadienoil]glicerol o 1,3-dioleoil-2-linoleoil-rac-glicerol. RMN-H (400 MHz, CDCls): En 8y 5.36 -
5.25 (8H, m, H-9, H-10" x 2, H-9”, H-10"", H-12"'y H-13""), 5.26 (1H, m, H-2), 4.24 (2H,dd, H-3a y H-
3b), 4.10 (2H, dd, H-1a y H-1b), 2.75 (2H,dd, H-11"), 2.26 (6H, t, J= 7.5, H-2'x 2, H-2""), 2.02 (12H, m,
H-8°, H-11'x 2, H-8"", H-14""), 1.55 (6H, m, H-3"x 2, H-3""), 1.20 (54H, m, H-12"-17"x 2, H-4"-7" x 2, H-
4”-7”, H-15"-17"") y 0.85 (9H.t, J= 6.5, H-18"-18""). RMN-13C (400 MHz, CDCl3): &, 14.1 [C-18"],
14.12[C-18x 2], 22.58, 22.69, 29.71-31.44,31.92, 31.94 [C-4’-7’, (12’-17")x 2, 4”-7", 15"-17"], 25.23,
25.54, 25.64 [(C-3')x 2, 3” ], 26.17 [C-11"], 27.18, 27.21, 27.23 [(C-8’, 11’)x 2, 8”, 14”], 34.1 [C-(2’) x
2], 34.2 [C-(1) x 2], 62.13 [C-1, 3], 68.94 [C-2], 129.68, 129.7, 131.91 [C-9”, 10”, 12", 13”], 130.0,
130.18 [C-(9’,10°) x 2], 172.86 [C-2"], 173.3 [C-1"" y C-3""]. La estructura del 1,3-dioleoil-2-linoleoil-
rac-glicerol (APC004) se confirmdé comparando estos datos con los reportados en la literatura

(Chandra y Nair., 1993).
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Figura 25. Espectro de RMN-'H del 1,3-dioleoil-2-linoleoil-rac-glicerol.
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Figura 26. Espectro de RMN-'3C del 1,3-dioleoil-2-linoleoil-rac-glicerol.
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7 CONCLUSION

El estudio quimico de los frutos de Arctostaphylos pungens, contribuye al conocimiento referente a
su contenido metabdlico, mediante el aislamiento y caracterizaciéon de cuatro compuestos: los acidos
oleandlico (APC001) y maslinico (APC002), el uvaol (APC003) y el 1,3-dioleoil-2-linoleoil-rac-glicerol
(APC004) y la deteccidn del cido ursdlico (APC005). El uvaol (APC003) y el acido ursélico (APC005),
aislados de este estudio han sido reportados previamente en las hojas de Arctostaphylos pungens

por Dominguez y colaboradores. (1983).
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8. PERSPECTIVAS.

Continuar con el aislamiento y la caracterizacién de los compuestos minoritarios contenidos en el

extracto.

Evaluar la actividad de los compuestos aislados sobre la enzima proteina fosfatasa de tirosina

(PTP1B).
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ANEXO.

Tabla7. Desplazamientos quimicos de RMN-3C de los compuestos identificados.

C AO AM uv
1 39.2 48.0 39.0
2 28.3 68.2

3 78.4 84.0 77.9
4 39.7 40.0 39.2
5 56.1 56.1

6 19.0 19.1 18.5
7 33.5 33.4 33.1
8 40.0

9 48.4 48.4 47.9
10 37.6 38.7 36.9
11 24.0 24.1 23.5
12 122.8 122.7 124.8
13 145.1 145.1 139.4
14 42.4 42.4 42.2
15 28.6 28.5 26.3
16 24.1 23.9 23.5
17 47.7 46.9 38.5
18 42.2 42.2 54.4
19 46.9 46.6 39.6
20 31.2 31.2 39.7
21 34.4 34.4 31
22 335 33.5 36.9
23 29.0 29.6 28.6
24 16.9 17.1 16.3
25 15.8 17.7 15.7
26 17.7 17.9 16.8
27 26.5 26.4 23.4
28 180.6 180.4 68.9
29 33.6 17.6
30 24.1 24 21.4
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Continuacién Tabla7. Desplazamientos quimicos de RMN-3C de los compuestos identificados.

TG
C C c
1 62.13 1 34.2 1 173.3
2 68.94 2 34.1 2 172.86
3 62.13 3 25.23 3 173.3
4 22.58 4 22.69
5 5
6 6
7 7
8 27.18 8 27.21
9 130.0 9 129.68
10 130.18 10 129.7
11 27.18 11 26.17
12 12 131.91
13 13 131.91
14 14 27.23
15 15
16 16
17 17
18 14.2 18 14.1
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Figura 1a. COSY del acido oleandlico.
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Figura 1b. HMBC del acido oleandlico
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Figura 1c. HSQC del 4cido oleandlico.
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Figura 2a. COSY del acido maslinico.
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Figura 2b. HMBC del acido maslinico
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Figura 2c. HSQC del acido maslinico
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