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RESUMEN

Dentro de la variada flora que se encuentra en nuestro Pais, se localiza un gran nimero
de especimenes de la familia Asteraceae, aproximadamente reune 3,080 especies
distribuidas en 373 géneros. Perymenium es un taxon clasificado dentro de la familia

Asteraceae, endémico de México, que ha sido poco explorado quimicamente.

Perymenium buphthalmoides es una especie que cuenta con un analisis fitoquimico
preliminar del extracto hexanico de raiz en el que se detectd la presencia de diterpenos
ampliamente conocidos por sus propiedades bioldgicas por lo que resulta importante

continuar el estudio fitoquimico preliminar para profundizar en su composicion quimica.

En esta investigacion se describen los metabolitos secundarios mayoritarios del extracto

hexanico de raiz y partes aéreas.

Durante el andlisis fitoquimico del extracto hexanico de raiz se identificé al acido
ent-kaur-16-en-19-oico (3); 4cido ent-beyer-15-en-19-oico (17), acido ent-kaur-15a-
angeloiloxi-16-en-19-oico (4), 16p-hidroxikaurano (40), y los triterpenos acetato de
taraxerol (38) y acetato de fS-friedelinol (39).

La investigacion quimica del extracto hexanico de hojas condujo al aislamiento del
acido ent-beyer-15-en-19-oico (17), la mezcla de los triterpenos a-amirina (44) y f-amirina
(45), lupeol (46), asi como la mezcla de fitoesteroles estigmasterol (47) y S-sitosterol (26).
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Del andlisis quimico efectuado al extracto hexanico de tallo se identificaron al acido
ent-kaur-16-en-19-oico (3), acido ent-beyer-15-en-19-oico (17), acido ent-kaur-15a-
angeloiloxi-16-en-19-oico (4) y la mezcla de fitoesteroles 47 y 26. Con el estudio del
extracto hexanico de flores se identificaron los triterpenos palmitato de eritrodiol (48) y
palmitato del 4cido oleanolico (50).

Palabras clave: Asteracea, Perymenium buphthalmoides, Diterpenos, Triterpenos.
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ABSTRACT

Within the varied flora from our country, a large number of specimens of the family
Asteraceae is located, approximately 3,080 species distributed in 373 genera are found in
this family, including Perymenium, endemic to Mexico, and it has been little explored from
chemical or biological perspective.

Perymenium buphthalmoides is a species that has a preliminary phytochemical
study. In the hexanic extract from the roots the presence of diterpenes widely known for
their biological properties were detected, due to this it is important to continue with the
preliminary phytochemical study to increase the knowledge in the chemical composition of
this plant.

In this research the main secondary metabolites of the hexanic extract from the roots
and aerial parts from P. buphthalmiodes are described.

In the phytochemical analysis of the hexanic extract from the roots of P.
buphthalmoides the ent-kaur-16-en-19-oic acid (3), ent-beyer-15-en-19-oic acid (17), ent-
kaur-15a-angeloyloxy-16-en-19-oic acid (4), 16f-hydroxykaurane (40), the triterpenes
taraxerol acetate (38) and 3f-friedelinol acetate (39) were obtained.

AcO
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The chemical research of the hexanic extract from the leaves afforded the isolation of
ent-beyer-15-en-19-oic acid (17), the mixture of the triterpenes a-amyrin (44) and f-amyrin
(45), lupeol (46), as well as the mixture of the phytosterols stigmasterol (47) and the /-
sitosterol (26).
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The chemical study of the hexanic extract from the stems of P. buphthalmoides yielded
the isolation of ent-kaur-16-en-19-oic acid (3); ent-beyer-15-en-19-oic acid (17), ent-kaur-
150-angeloyloxy-16-en-19-oic acid (4), and the mixture of phytosterols 47 and 26. With the
chemical study of the hexanic extract of the flowers the triterpenes erythrodiol palmitate
(48) and oleanolic acid palmitate (50) were obtained.

Key words: Asteraceae, Perymenium buphthalmoides, Diterpenes, Triterpenes.

vii|Pdgina



Estudio Quimico Preliminar de Perymenium buphthalmoides

1. INTRODUCCION

1.1. Biodiversidad vegetal y productos naturales

La biodiversidad o diversidad biologica es la variedad de la vida. Este reciente concepto
incluye varios niveles de la organizacion bidlogica, abarca la diversidad de especies de
plantas, animales, hongos y microorganismos que viven en un espacio determinado a su
variabilidad genética, a los ecosistemas de los cuales forman parte estas especies y a los

paisajes o regiones en donde se ubican los ecosistemas(CONABIO).

Iberoamérica es conocido mundialmente por su biodiversidad, particularmente México
es un pais con una riqueza natural extraordinaria; es considerado un Pais “mega diverso”,
ya que forma parte del selecto grupo de naciones poseedoras de la mayor cantidad y
diversidad de animales y plantas, casi el 70% de la diversidad mundial de especies
(Martinez et al., 2014), ocupa el cuarto lugar en este rubro, superado tan solo por Brasil,
Colombia e Indonesia (SEMARNAT, 2011), es el uno de los Paises con la mayor
biodiversidad vegetal con aproximadamente 23, 424 plantas vasculares (Llorente-
Bousquets & Ocegueda, 2008).

La relacion biologia-botanica, con sus métodos de investigacion y sistematizacion
hacen posible junto con la quimica, crear la fitoquimica, disciplina que proporciona de
manera integral el conocimiento de los distintos productos quimicos naturales de las plantas
(Dominguez, 1982). Su nombre proviene del vocablo griego Phyton= planta o vegetal, que

literalmente significa: “Quimica de las plantas”.

Tradicionalmente, la fitoquimica se ha dedicado al estudio de los componentes
quimicos de las plantas mediante la extraccion del material que ha sido recolectado, secado
y molido de acuerdo a procedimientos establecidos. La extraccion regularmente ha
utilizado disolventes organicos como el hexano, éter etilico, cloruro de metileno,

cloroformo, acetato de etilo y metanol, entre otros (Ocampo, 1994).

La finalidad de un estudio quimico preliminar es determinar la presencia de los
principales grupos de metabolitos secundarios (terpenos, polifenoles y/o alcaloides) en una
especie vegetal, y dado que cada uno de estos grupos de compuestos esté relacionado con
actividades biologicas especificas, partiendo de los resultados obtenidos en el estudio

fitoquimico orientar investigaciones posteriores para determinar posibles aplicaciones.
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Las investigaciones quimicas que implican el conocimiento de los productos
sintetizados a partir del metabolismo secundario de las plantas, son muy importantes para
numerosas disciplinas como la fisiologia, la bioquimica, la farmacognosia, la biotecnologia

de las plantas, asi como para la quimiotaxonomia.

La contribucién de la quimiotaxonomia proporciona evidencia para la clasificacion de
las plantas dado que los constituyentes fitoquimicos son considerados como marcadores
quimicos, los cuales, permiten ubicar o reubicar distintos taxones criticos, en los casos
donde estas relaciones son poco claras, los metabolitos secundarios son sin duda una prueba
de considerable valor (Montiel, 1991). Sin embargo, el nimero de compuestos conocidos
para cada planta es atn bastante limitado, y por otra parte, ain no se han estudiado todas las

plantas.

Historicamente el descubrimiento de fArmacos ha estado asociado a dos disciplinas: la
Quimica de Productos Naturales y la Sintesis Organica (Gutiérrez & Estévez, 2009). Un
estudio reciente de la Academia Nacional de Ciencias de Estados Unidos estima que se han
caracterizado quimicamente menos del 1% de todas las especies vivas por lo tanto la
quimica de los productos naturales permanece hasta ahora como un &rea activa de
investigacion y se espera que se descubran innumerables sustancias con propiedades
potencialmente utiles (McMurry, 2012), por otro lado, el hallazgo de nuevas sustancias a
partir de las plantas con actividad terapéutica constituye una meta para la humanidad
debido a contiene un enorme potencial de moléculas bioactivas por descubrir.

Perymenium es taxén endémico de México clasificado dentro de la familia Asteraceae
el cual ha sido poco analizado quimicamente, no obstante, las especies que poseen analisis
fitoquimico describen la presencia de metabolitos secundarios de tipo terpeno, compuestos
ampliamente conocidos por sus propiedades biologicas, asi como por su uso dentro de la

rama industrial.

Estos datos nos orientaron a continuar con el estudio de este género para profundizar en
la composicion quimica cuya finalidad es encontrar moléculas que puedan ser fttiles

quimica o biolégicamente.

En este trabajo se describen los resultados obtenidos del estudio fitoquimico preliminar
de la especie Perymenium buphthalmoides, la cual a la fecha cuenta con un reporte de
andlisis quimico del extracto hexdnico de raiz, sin embargo, no cuenta con estudio de sus

partes aéreas y a la fecha no existe reporte de estudios bioldgicos para dicha especie.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Terpenos, clasificacion y biosintesis

El término "terpeno" se atribuye a Kekulé quien lo acufié para describir hidrocarburos
CioHis que se obtienen del aceite de la trementina (en aleman, "Terpentin"). Este término, a
lo largo de los afios ha adquirido un significado genérico y se utiliza para designar a los
metabolitos secundarios basados en unidades de isopreno (Rowe, 1989).

Los terpenos forman una familia grande y estructuralmente diversa de productos
naturales siendo estos el mayor grupo de compuestos (Eckart, 2008), con al menos 40,000
estructuras lo que los hace la clase mas impresionante de la evolucion de quimicos de las
plantas. El éxito en la evoluciéon de esta clase de compuestos se basa en parte en la
simplicidad de la construccion de moléculas de diferente tamafio (Toll, 2015). Algunos son
moléculas de cadena abierta y otros contienen anillos, algunos son hidrocarburos y otros
contienen heteroatomos.

Independiente de sus diferencias estructurales evidentes todos los terpenoides estan
relacionados acorde a un formalismo llamado regla del isopreno establecida por Wallach y
posteriormente ampliada por Ruzicka, segtn la cual el principio estructural de todas estas
sustancias es la asociacion o la union cabeza con cola de unidades de isopreno (2-metil-1,3-
butadieno) (Ballesteros et al., 2013).

Se clasifican en base a las unidades de isopreno que contiene su estructura (Tabla
2.1.1). Asi mismo dentro de cada clase, los miembros suelen agruparse de acuerdo con el
numero de anillos presentes en las moléculas (Sarker et al., 2007).

Tabla 2.1.1. Clasificacion de terpenos en base a las unidades de isopreno.

Tipo de terpeno Numero de unidades de isopreno Numero de carbonos
Monoterpenos 2 Cio
Sesquiterpenos 3 Cis
Diterpenos 4 Cao
Sesterterpenos 5 Cas
Triterpenos 6 Cso
Tetraterpenos 8 Cao

Politerpenos Mas de 8 Mas de Cao
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Para la biosintesis de isoprenoides (terpenoides) los bloques de construccion,
pueden ser sintetizados a partir de metabolitos primarios por dos rutas diferentes la ruta del

acido mevaldnico (MVA) y la ruta del metil eritritol fosfato (MEP).

En la ruta del acido mevaldnico, tres moléculas de acetil Cola se condensan para
formar el acido mevalodnico, este intermediario clave de 6 atomos de carbono es fosforilado,

descarboxilado y deshidratado para formar el IPP.

Adicionalmente, se ha descubierto que el IPP también puede ser originado como
intermediario de la glicdlisis o el ciclo fotosintético de reduccion del carbono (Taiz et al.,
2006). Sin embargo, se piensa que la ruta del mevalonato es probablemente la mas

ampliamente utilizada en la naturaleza.

El difosfato de isopentilo (IPP) y su isdémero el difosfato de dimetilalilo (DMAPP)
son los precursores activos de la biosintesis de terpenos que se combinan para formar
moléculas mayores. Una condensacion de "cabeza a cola” de ambos isdmeros conduce al
precursor comin de todos los monoterpenoides (Cio), difosfato de geranilo (GPP). La
condensacion de difosfato de geranilo y otro difosfato isopentetilo genera difosfato de
farnesilo (FPP) Cis, el precursor de todos sesquiterpenoides. El difosfato de farnesilo a su
vez puede condensarse ‘“cabeza a cola” con el IPP para formar el difosfato de
geranilgeranilo (GGPP) Cyo. En contraste con todas estas condensaciones "cabeza a cola",
la condensacion de "cola a cola" de dos moléculas de difosfato de farnesilo es responsable
de la formacion de escualeno (Cso), el precursor comin de todos los triterpenos. La
reaccion andloga de dos moléculas de difosfato de geranilgeranilo origina la molécula de

fitoeno (Cao), precursor de los tetraterpenoides, Figura 2.1.1 (Eckart, 2008).
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Figura 2.1.1. Biosintesis de terpenos. Modificado de Dewick 2009
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2.1.2. Diterpenos

Los diterpenos son metabolitos secundarios cuyo esqueleto fundamental esté
constituido por cuatro unidades isoprénicas en unidon cabeza a cola (Cz). Constituyen
aproximadamente la cuarta parte de todos los terpenoides vegetales, en la actualidad se

estima que son mas de 12,000 estructuras conocidas.

Los diterpenos surgen del difosfato 2E,6E,10E,14E-geranilgeranilo (GGPP), que se
forma por adicion de una molécula méas IPP a FPP de la misma manera como se describe

para los terpenoides inferiores.

De acuerdo al nimero y a los patrones de ciclizacidn que aparecen en su esqueleto
se clasifican en: aciclicos (fitano), biciclicos (labdanos, clerodanos), triciclicos (pimaranos,
abietanos, cassanos, rosanos, vouacapanos, podocarpanos), tetraciclicos (trachilobanos,
kauranos, afidicolanos, estemodanos, estemaranos, beyeranos, atisanos, gibberellanos),
diterpenos macrociclicos (taxanos, cembranos, dafhanos, tiglianos, ingenanos) (Garcia et

al., 2007).

14: R= Ac
15:R=H

Figura 2.1.2.1. Esqueletos de diterpenos.
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2.1.3. Triterpenos

Los triterpenos (seis unidades isoprénicas) Cso, se encuentran ampliamente

distribuidos en la naturaleza tanto en el reino vegetal como animal (Romo de Vivar, 2006).

Desde una perspectiva bioldgica, se asume que los esqueletos de oleanano, ursano y
lupano son las mas importantes dentro de los triterpenos, Figura 2.1.3.1. Dichas estructuras
policiclicas pueden encontrarse, ya sea en su estado libre, como &steres o en forma de
glicosidos. Como consecuencia, presentan una gran diversidad estructural, hasta ahora, se
conocen alrededor de 100 diferentes tipos de esqueletos en la naturaleza. Los efectos
biologicos correspondientes a este tipo de compuestos son muy diversos y pueden ser
resumidos como: anti-tumorales, anti-inflamatorios, anti-VIH, anti-microbianos,

cardioprotectores, analgésicos, anti-micoticos, entre otros (Cano-Flores, 2013).

Oleano Ursano Lupano

Figura 2.1.3.1. Esqueletos de oleanano, ursano y lupano

2.2. Familia Asteraceae

Las asteraceas, también conocidas como compuestas, constituyen la familia mas
grande de plantas con flor sobre la tierra (Villarreal et al, 1996). Se calcula que esta
formada por aproximadamente 1,700 géneros y unas 24,000-30,000 especies distribuidas
por todo el mundo, excepto en la Antértida, incluyen desde pequeias hierbas de 1 cm hasta

arboles de mas de 30 m de altura, ampliamente caracterizadas por la morfologia de su

7|Pagina



Estudio Quimico Preliminar de Perymenium buphthalmoides

inflorescencia racimosa en capitulo donde se disponen las flores de manera sésil (Katinas et

al., 2007).

Meéxico es uno de los principales centros de diversidad de la familia Asteraceae, una
familia de angiospermas con distribucién cosmopolita (Villasefior, 1993). Las estimaciones
actuales indican que en México incluye unos 373 géneros y 3,080 especies nativas, mas 29
géneros introducidos (Redonda et al., 2011); estimandose que esta familia representa entre
el 12-15% de la flora vascular mexicana, siendo los Estados de Veracruz, Chiapas, Oaxaca,
Jalisco y Michoacan los que cuentan con el 46% del total de la poblacion de especies de
esta familia y aproximadamente el 72% de esta poblacion es de especies endémicas
(Villasenor, 2003). Debido a su diversidad, la familia Asteraceae es dividida por tribus
siendo la Heliantheae una de las mas numerosas con cerca de 2,500 especies agrupadas en
189 géneros (Novora et al., 2010). La distribucién de Heliantheae se concentra en el
continente americano y la mayoria de sus géneros se distribuyen en México y Estados
Unidos de América, situdndose en México su principal centro de diversidad e igualmente es

la que cuenta con mayor nimero de especies en el Pais (Villasenor et al., 2011).

2.3.Género Perymenium

2.3.1. Clasificacion botanica

El género Perymenium cuenta con las siguientes categorias taxondmicas:

Tracheobionta Plantas vasculares
Espermatophyta Plantas con semillas
Magnoliophyta Plantas con flores
Magnoliopsida Plantas dicotiledoneas

Asteridae
Asterales
Asteraceae
Perymenium
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2.3.2. Localizacion geografica

El género Perymenium es clasificado dentro de la tribu Heliantheae; es un taxon que
incluye mayormente especies endémicas de México, su distribucion geografica es
exclusivamente americana, extendiéndose desde el noroeste de México hasta Peru (Figura
2.3.2.1) (Cicci6 et al., 2012). Al ano 2011, se reconocieron 50 especies para este género,
concentrando en nuestro Pais su principal centro de diversificacion con 44 ejemplares

(Figura 2.3.2.2) y (Tabla 2.3.2.1.).

Figura 2.3.2.1. Distribucion del género Perymenium en el mundo.

Figura 2.3.2.2. Distribucion del género Perymenium en México.
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Tabla 2.3.2.1. Especies aceptadas dentro del género Perymenium (Pyramus, 1836,
Robinson et al., 1899, Rzedowski et al., 2010, *Rzedowski et al., 2011, "Rzedowski et al.,
2011).

Especie Pais Especie Pais Especie Pais

P. arriagae Meéxico P. gymnolomoides  México P. rosei Meéxico
P. asperifolium Meéxico P. hintonii Meéxico P. rude Meéxico
P. barclayanum Meéxico P. ibarrarum Meéxico P. serratum Pert

P. beckeri Meéxico P. jaliscense Meéxico P. sotoarenasii Meéxico
P. berlandieri Meéxico P. klattianum Meéxico P. subsquarrosum Meéxico
P. buphthalmoides Meéxico P. klattii Colombia P. tamaulipense Meéxico
P. cervantesii Meéxico P. mendezii Meéxico P. tenellum Meéxico
P. chalarolepis Meéxico P. microcephalum  México P. verbesinoides Meéxico
P. cornutum Meéxico P. microphyllum Meéxico P. gymnolomoides Meéxico
P. croceum Meéxico P. moctezumae Meéxico P. hiesbrgeghtii Meéxico
P. discolor Meéxico P. nelsonii México P. matthewsii Peru

P. ecuadoricum Ecuador P. ovalifolium Meéxico P.estrigillosum El salvador
P. featherstonei Peru P. parvifolium Meéxico P. hintoniorum Meéxico
P. ghiesbreghti Meéxico P. pellitum Meéxico P. paneroi Meéxico
P. globosum Meéxico P. pringlei Meéxico P. basaseachicanum Meéxico
P. gracile Meéxico P. reticulatum Meéxico P. oxycarphum Meéxico
P. grande Guatemala  P. rogmacvaughii ~ México

Se trata de un taxén aparentemente monofilético, pero de taxonomia dificil y
controvertida, pues no existe buen acuerdo en cuanto a la circunscripcion de varias de sus
especies y entidades infraespecificas, y las claves existentes a menudo son escasas para el

reconocimiento de sus ejemplares (Rzedowski et al., 2010).

Sin embargo, es pertinente mencionar que el ultimo trabajo de revision del género
Perymenium en México y Centroamérica fue realizado por J. J. Fay en 1978, en la cual
reconocid la existencia de 31 especies, de las cuales 5 resultaron ser nuevas, y hasta el afio
2011 se dieron a conocer 13 novedades adicionales y siguen apareciendo otras mas de

distribucion geografica muy limitada (*Rzedowski et al., 2011).
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2.3.3. Descripcion botanica

Dentro del género Perymenium se concentran plantas herbaceas perennes o con mas
frecuencia arbustivas a veces arborescentes, algunas trepadoras; hojas opuestas, a menudo
rasposas al tacto en el haz, por lo general trinervadas o triplinervadas; inflorescencias
cimosas por lo comin umbeliformes, corimbiformes o paniculiformes, en ocasiones las
cabezuelas solitarias; estas heterdgamas y radiadas; bracteas involucrables dispuestas en 2 a
4 series, graduadas o casi iguales, receptaculo plano y convexo, provisto de paleas
conduplicadas que rodean a los aquenios de las flores del disco; flores liguladas 8-13, por lo
comun fértiles amarillas, flores del disco hermafroditas y fértiles, sus corolas pentameras,
tubulosas amarillas anteras auriculadas en la base y provistas de vistosos apéndices
terminales de color palido, ramas de estilo aplanadas, puntiagudas y puberulas hacia el
apice; aquenios de las flores periféricas triquetos, los del disco comprimidos, tetragonos o

biconvexos, en algunas especies todos provistos de alas laterales, vilano de 8 a 30 aristas

delgadas, fragiles y caedizas de largo muy desigual (Figura 2.3.3.1) ("Rzedowski et al.,
2011).

Perymenium grande Perymenium berlandieri Perymenium mendezii

Figura 2.3.3.1. Especies del género Perymenium.
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2.3.4. Composicion quimica
La quimica del género Perymenium esta constituida principalmente por terpenoides

de tipo monoterpenos (componentes de los aceites esenciales), lactonas sesquiterpénicas,
asi como cumarinas, flavonoides y triterpenos. Un grupo importante identificado lo

constituyen los diterpenos con esqueleto de kaurano y beyerano.

2.3.4.1. Kauranos

Los kauranos consisten de una clase de diterpenos tetraciclicos con estereoquimica

5, 10a, Figura 2.3.4.1.1 (Ballesteros et al., 2013).

Su nombre proviene del popular “kauri” nombre con el que se designa
coloquialmente a la especie vegetal de Nueva Zelanda Agathis australis. En 1928-1930
Hosking aislo de esta planta un diterpeno cristalino de formula molecular C2oHs2 al que

denomind ent-kaureno.

Los derivados del ent-kaurano juegan un rol muy importante de proteccion de
algunas plantas frente a bajas temperaturas, actuan como reguladores de la geminacion y el
crecimiento vegetal, asi como en la defensa frente a depredadores (Pefia, 2008).
Actualmente, son compuestos de gran interés cientifico debido a las numerosas propiedades
biologicas que se les ha reportado en la tltima década, es por ello que son considerados

productos naturales relevantes.

Figura 2.3.4.1.1.  Estructura y numeracion de ent-kaureno
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2.3.4.2. Biosintesis

La biosintesis de kauranos y beyeranos inicia con la formacion del carbocation del
GGPP por protonacion del doble enlace a la cabeza de la cadena, que conduce a una
secuencia de ciclizaciones, terminada por la pérdida de un protén de un grupo metilo,

obteniéndose (-)-copalilo PP (Figura 2.3.4.2.1.).

La estereoquimica en este producto esta controlada por la conformacion del sustrato
en la superficie de la enzima, no obstante, un plegado alternativo puede dar lugar a (+)-
copalil PP el producto con configuraciones opuestas en los centros estereogénicos.

(-)-dif osfato de
copalilo

sintetasa
_— >

OopPp

H
(-)-difosfato de copalilo

(+)-difosfato de
copalilo

OopPp sintetasa OPP

Thinn

o
”
-
-
4

(+)-difosfato de copalilo

Figura 2.3.4.2.1. Biosintesis del (-)-difosfato de copalilo y (+)-difosfato de copalilo.

A partir de (-)-difosfato de copalilo, se inicia una secuencia de ciclizaciones y un
reordenamiento, todo catalizado por una Unica enzima, la kaureno sintasa, que conduce al
ent-kaureno. Esto implica la pérdida del difosfato que permite la formacion del carbocation
alilico, el cual da origen una serie de ciclizaciones para generar al tercer anillo y mas tarde
al cuarto anillo. Posteriormente sigue una migracion Wagner-Meerwein. La fuerza
impulsora es la transformacion de un carbocation secundario en un terciario. La pérdida de
un proton del grupo metilo genera el doble enlace exociclico del ent-kaureno (Figura

2.3.4.2.2).

13| Padgina



Estudio Quimico Preliminar de Perymenium buphthalmoides

i

kaureno sintasa kaureno sintasa

(-)-difosfato de copalilo cation enf-pimarenilo cation ent-
beyeranil

kaureno sintasa

-

kaureno sintasa

ent-kaureno cation enf-kauranil

Figura 2.3.4.2.2. Biosintesis de ent-kaurenos y ent-beyerenos

Cabe resaltar que el prefijo ent, empleado en la nomenclatura tanto de los kaurenos
como de los beyeranos, indica que estos esqueletos guardan una relaciéon enantiomérica con
el precursor de la “serie normal” (+)-difosfato de copalilo; y se sabe que la estereoquimica
de este precursor resulta ser la mas encontrada en la naturaleza, los ent-kaurenos y ent-
beyeranos son considerados enantiomeros de la “serie normal”, Figura 2.3.4.2.3 (Dewick,

2009).

(-)-dif osfato de

OPP ©OP alilo
sintetasa

(-)-difosfato de copalilo ent- kaurenos ent-beyeranos

(+)-difosfato de

OPP copalilo
sintetasa
» Diterpenos de la serie normal

(+)-difosfato de copalilo

Figura 2.3.4.2.3.  Estereoquimica de los ent-kaurenos y ent-beyerenos
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2.4. Analisis quimicos reportados de especies del género Perymenium

Los estudios fitoquimicos del género Perymenium iniciaron en 1976 con el estudio
de Perymenium ecuadoricum. En este trabajo Bohlmann y colaboradores, describen
diterpenos con esqueleto de kaureno con distintos grados de oxidacion en el C-19: aldehido
1, alcohol 2, 4cido 3 y 4 y éster 5, adicionalmente reportaron la presencia de un grupo
angelato en el C-15 del 4cido kaurenoico (4) y de su respectivo éster metilico (5), asi como
kauranos con funcion éster y epoxido en el carbono C-15 y C-16, respectivamente 6 y 7 y el

160-hidroxikauranol (8) Figura 2.4.1.

/
R
6 COH
2 CHh,OH H 7 CO,CH;
3 CO,H H
4 COH AngO
5 CO,CH; AngO
Figura 2.4.1. Diterpenos con esqueleto de kaurano.

Del extracto de cloroformo de las partes aéreas de Perymeniun mendezii reportaron
dos nuevas j-lactonas sesquiterpénicas (9 y 10) con un doble enlace C-11/C-13 exociclico,

Figura 2.4.2 (Maldonado ef al., 1983).

10 o

Figura 2.4.2. Lactonas sesquiterpénicas aisladas de Perymenium mendezii.
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El ent-kauranol (2), el acido ent-kaurenoico (3) y sus derivados 15a-angeloiloxi 4 y
150-isobutiriloxi 11 fueron reportados de Perymenium featherstonei, asi como la 4a-

dihidroencelina (12) y el germacreno D (13) Figura 2.4.3 (Bohlmann et al., 1983).

o w (0]
“irye o
0
12 13

Figura 2.4.3. Kaurenos y sesquiterpenos aislados de Perymenium featherstonei.

TooH
11

De Perymenium klattianum aislaron el ent-kaurenal (1), acido ent-kaurenoico (3)
tres lactonas sesquiterpénicas (14-16), el acido ent-beyerenoico (17) asi como cuatro

derivados (18-21) Figura 2.4.4 (Bohlmann et al., 1984).

\\\\\O
(0}
=

14: R= Ac
15:R=H

’
‘

‘COOH

18

Figura 2.4.4. Diterpenos y germacrandlidas aislados de Perymenium klattianum.

De la investigacion quimica de las partes aéreas de Perymenium discolor, aislaron
una nueva melanpoélida (22) con presencia de un grupo carboxilo en C-10, asi como el

acido ent-kaurenoico (3), el dacido ent-16a-hidroxikauran-19-oico (23), el ent-16a-
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hidroxikauran-19-al (24), Figura 2.4.5. Mientras que de Perymenium mendezii solo

reportaron la germacrandlida 14 (Maldonado et al., 1986).

COo,H

23:R=COOH
24:R=CHO

Figura 2.4.5. Terpenoides aislados de Perymenium discolor.

Dos nuevas lactonas acetiladas (25 y 26) fueron reportadas de Perymenium

berlandieri, Figura 2.4.6 (Maldonado et al., 1994).

AcO

Figura 2.4.6. Lactonas aisladas de Perymenium berlandieri.

De Perymenium hintonii fueron aisladas dos nuevas lactonas diterpénicas
isoméricas denominadas tuxpandlida (27) e isotuxpanolida (28), Figura 2.4.7 (Maldonado

et al., 1997).

Figura 2.4.7. Diterpenos aciclicos aislados de Perymenium hintonii.
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Del extracto de z-butilmetiléter y metanol de Perymenium grande reportaron ocho
lactonas sesquiterpénicas, tres de ellas de estructura novedosa (29-31) las cinco restantes

conocidas (32-36) Figura 2.3.8 (Murillo et al., 2006).

R, R,
29 COH CO,CH,
30 CH,0H CH,0H

Figura 2.4.8. Lactonas aisladas de Perymenium grande.

Adicionalmente, Ciccid y colaboradores en el 2012 reportaron el primer andlisis de
la composicidon quimica de los aceites esenciales para este género evaluando a Perymenium
grande, describieron ciento dos y ciento siete compuestos para hojas y tallos,
respectivamente, e identificaron principalmente monoterpenos y sesquiterpenos (Ciccid et
al.,2012). A la fecha no existe reporte del uso de las especies del género Perymenium en la
medicina tradicional; sin embargo, estudios quimicos realizados con algunas de sus
especies reportaron la presencia de compuestos con interés farmacoldgico como el acido
ent-kaurenoico (Zgoda et al., 2002, Vieira et al., 2002, Jeong et al., 2013) y su analogo el
acido ent-beyerenoico (Zamilpa et al., 2002), asi como lactonas sesquiterpénicas, a las
cuales también se les ha asociado como agentes terapéuticos contra la inflamacion y el

cancer (Siedle et al., 2004, Arellano et al., 2010).
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2.5. Perymenium buphthalmoides D.C.

Augustin Pyramus de Candolle (1778-1841) en 1836 describié por primera vez a
Perymenium buphthalmoides, en su obra Prodromus Systematis Naturalis Regni

Vegetabilis.

Es una especie endémica de México que se distribuye en el Estado Michoacén y
Estados aledafios (Figura 2.5.1), crece principalmente en matorrales xerdfilos, pastizales,
bosques de encino y de coniferas, particularmente abundante en los claros de estos ultimos.
Florece de junio a septiembre, planta por lo general comin y sin problemas de

supervivencia.

212 - —21°

MEXICO

200 DISTRIBUCION GEOGRAFICA CONOCIDA DE

A Perymeniumarriagae

® Perymenium buphthalmoides

EN EL BAJID Y ZONAS ADYACENTES

Figura 2.5.1. Localizacion geografica de Perymenium buphthalmoides.
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2.5.1. Descripcion botanica

Planta herbacea perenne, erecta, ascendente o decumbente, hasta de 60 cm de largo.
Raiz: tuberosa a menudo muy engrosada y lefiosa.

Tallos: con frecuencia varios partiendo de la base, simples o a veces ramificados, estriados,

por lo comun esparcidamente estrigosos, otras veces parcial o totalmente hispidos.

Hojas: todas opuestas, casi sésiles o con peciolo hasta de 6 mm de largo, ldmina foliar
ovada a eliptica, ampliamente lanceolada u oblanceolada, aguda a obtusa en el apice,
cuneada a subcordada en la base, margen cerrado a subentero, triplinervada o trinervada, de
textura membrandcea, verde oscura y estrigosa a hirsuta o pilosa en el haz, mas pélida e
hispidula en el envés; cabezuelas solitarias y terminales o a veces agrupadas por pocas en
conjuntos cimosos, pedinculos hasta de 16 cm de largo; involucro campanulado a
hemisférico, sus bracteas 8 a 15, dispuestas en 2 a 3 series, de tamafo subigual o a veces las
exteriores mas largas que las interiores, lanceoladas a elipticas, agudas o romas en el apice,
estrigosas a hispidas o a veces pilosas por fuera, receptaculo convexo, paleas oblongas a

elipticas, de 4 a 6 mm de largo, agudas a acuminadas y a menudo ciliadas en el apice.

Flores: liguladas 8 a 13, sus laminas elipticas ablanceoladas, de 0.8 a 2 cm de largo,
amarillas, glabras o casi glabras; flores del disco 25 a 50, sus corolas tubulosas, de 3.5a 5.5
mm de largo, amarillas con los lébulos papiloso-pubérulos por dentro, anteras negruzcas o

cafés, de 1.5 a 2.5 mm de largo, ramas de estilo aplanadas, agudas e hispidulas en el &pice.

Aquenios: obovados, de 2 a 3.5 mm de largo, los del radio triquetos, los del disco
biconvexos o tetrangulares, negruzcos, casi glabros o pubérulos o estrigosos, sobre todo en
el extremo distal, todos adelgazandose en el apice hacia el cuello, en el cual se inserta el
vilano, éste de 1 a 2 aristas delgadas hasta de 4.5 mm de longitud y varias adicionales de
menos de 1 mm de largo, en ocasiones estas Ultimas o todas o casi todas ausentes, Figura

2.5.1.1(°"Rzedowski et al., 2011).
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Durante el estudio quimico preliminar del extracto hexanico de raiz de Perymeniun
buphthalmoides, se describid la separacion, purificacion e identificacion del 4cido ent-kaur-
16-en-19-oico (3); asi como el acido ent-beyer-15-en-19-oico (17) y el triterpeno 35-
friedelinol (37). Es importante mencionar que el extracto representa una fuente abundante

de 3 y 17, Figura 2.5.1.2 (Villagomez, 2014)

37
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3. JUSTIFICACION

Las especies del género Perymenium han sido poco analizadas quimicamente; sin
embargo, los resultados arrojados de las especies que poseen andlisis quimico revelaron la

presencia de compuestos conocidos por sus propiedades biologicas,

Perymenium buphthalmoides es una especie endémica de México y su localizacion
geografica se concentra principalmente en el Estado de Michoacan. En un estudio previo
del extracto hexanico de raiz realizado dentro del grupo de trabajo se identificaron
diterpenos ampliamente conocidos por sus propiedades bioldgicas por lo que resulta de
interés continuar con el estudio quimico de Perymenium buphthalmoides para ahondar en el
conocimiento de las especies de este género asi como aislar y caracterizar los principales

grupos de metabolitos secundarios y contribuir asi a la quimiotaxonomia de este género.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general

Llevar a cabo el estudio quimico preliminar de los extractos hexdnicos de

Perymenium buphthalmoides.

4.2. Objetivos especificos

= Obtener los extractos de hexanos de raiz, tallo, hojas y flores de la planta.

= Continuar con el estudio del extracto hexédnico de raiz.

= Separar y purificar mediante técnicas cromatograficas los componentes mayoritarios
presentes en los extractos obtenidos.

= Caracterizar las sustancias quimicas mediante métodos espectroscopicos y

espectrométricos.
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5. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

Para el estudio de los compuestos contenidos en la raiz y partes aéreas de

Perymenium buphthalmoides se realiz6 lo siguiente:

= Colecta de la especie vegetal.

= Separacion de la planta en sus distintas partes (raiz, tallo, hojas y flores).

= Obtencion de los extractos mediante reflujo durante 6 h con hexanos.

= Aislamiento y purificacion mediante técnicas cromatograficas que involucran
cromatografia en columna y cromatografia en capa fina.

* Elucidacion estructural mediante punto de fusion, rotacion especifica, resonancia

magnética nuclear de 1D y 2D, infrarrojo, ultravioleta, espectrometria de masa.

La metodologia experimental se resume en el Esquema 5.1.
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Esquema 5.1. Metodologia experimental para el desarrollo del proyecto.

Colecta de la Separacion y Obtencion de los
especie vegetal molienda extractos

Separacion por técnica

cromatograficas

Identificacion
taxonomica

Revision
bibliografica

Flucidacion estructural
Métodos fisicos, quimicos
espectroscopicos y
espectrmétricos
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Colecta e identificacion de la especie vegetal

Perymenium buphthalmoides se colect6 en julio del 2011, junio del 2013 y 2014 en
el km 3.5 de la carretera Tiripetio-Acuitzio a 19°30.916’ latitud y 101° 20.634’ longitud y
una altitud de 2095 metros sobre el nivel del mar. La planta fue identificada por el Dr. Jerzy
Rzedowski, conservando un ejemplar en el Herbario del Instituto de Ecologia de Patzcuaro

A.C.

6.2. Tratamiento vegetal

Para la obtencion de los extractos, inicialmente se dejo secar a la sombra y
posteriormente se separd en sus distintas partes; raiz, hojas, tallos y flores las cuales fueron

molidas individualmente.

6.3. Analisis quimico del extracto hexanico de la raiz

La raiz seca y molida (1.040 kg) se extrajo mediante reflujo con 2.5 L de hexanos
durante 6 h, este proceso se realizd tres veces, obteniéndose como resultado 17.6 g de una

miel de color amarillo.

Para la separacion se colocd el extracto en columna cromatografica de 5 cm de
didmetro por 15 cm de altura utilizando gel de silice malla 230-400 como fase estacionaria

y mezclas de hexanos-CH>Clz en orden ascendente de polaridad como eluente.

El andlisis quimico preliminar del extracto hexanico de raiz inici6 con la obtencion
del espectro de RMN de 'H del extracto, para determinar la naturaleza y abundancia de los
componentes, en el cual se observaron sefales en la region de los protones vinilicos de ¢
6.00 a 4.50, asi como sefiales en la region de los protones alifaticos lo que sugirid una
mezcla de compuestos de tipo terpenoide, por lo que se inicid con la separacion en columna
cromatografica empleando gel de silice como fase estacionaria y mezclas de hexanos-

CH>Cl> como fase movil.
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Figura 6.3.1. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCl; del extracto hexanico de raiz
de Perymenium buphthalmoides.

De las fracciones 4-9 de la cromatografia del extracto hexanico de raiz se
obtuvieron cristales transparentes los cuales se recristalizaron empleando CH>Cl> y hexanos
a evaporacion lenta, como resultado se obtuvieron 8 g de cristales incoloros los cuales
fueron analizados por RMN de 'H identificando la mezcla de isobmeros 3 y 17. Para la
separacion un lote de 1.5 g de cristales se sometid a columna cromatografica utilizando
como soporte gel de silice impregnado con solucion de AgNOs (15% p/p) y como fase

movil CH2CL-AcOEt (3:1).

Bajo estas condiciones se obtuvieron 850 mg del 4acido beyerenoico (17) como un
solido cristalino de forma prisma con un punto de fusiéon 160-161 °C. En el espectro de
RMN de 'H (Figura 6.3.2) se observaron los protones del enlace doble en § 5.74 y § 5.46
pertenecientes a los H-15 (1H, d, /= 5.6 Hz) y H-16 (1H, d, J= 5.6 Hz); en 6 1.24, 6 1.00, o
0.67se localizaron las sefales simples para los metilos CH3-18, CH3-17 y CH3-20.
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Figura 6.3.2. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCl; del 4cido ent-beyer-15-en-19-
oico (17).
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Tabla 6.3.1. Comparacion de los desplazamientos de RMN de 'H del 4cido ent-beyer-15-
en-19-oico (17) con la literatura (Grande et al., 1990).

Hidrogeno Experimental (0 en ppm) Reportado (0 en ppm)
1 1.66 (2H, dt, J = 13.8, 3.1 Hz) -
2 0.98 (2H, m) -
3 2.15(2H, da, J = 13.6 Hz) -
4 - -
5 1.11 (1H, m) -
6a 1.82 (1H, m) -
6b 1.69 (1H, da, J = 12.6 Hz)
7 1.33 (2H, m) -
8 - -
9 0.89 (1H, dda, J = 12.6, 4.4 Hz) -
10 - -
11 1.54 (2H, m) -
12 1.26 (2H, m) -
13 - -
14a 1.46 (1H, dd, J = 10.0, 1.9 Hz) -
14b 1.01 (1H, da, J = 10.0 Hz)
15 5.74 (1H, d, J= 5.6 Hz) 5.47 (1H, d, J= 5.7 Hz)
16 5.46 (1H, d, J= 5.6 Hz) 5.76 (1H,d, J=5.7Hz)
17 1.00 (3H, s) 1.01 (3H, s, H-17)
18 1.24 (3H, s) 1.26 (3H, s, H-18)
19 - -
20 0.67 (3H, s) 0.69 (3H, s, H-20)
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En el espectro de RMN de *C (Figura 6.3.3) se encontré en 6 184.1 (C-19) una
sefal caracteristica de carbonilo de acido; adicionalmente, se observaron dos sefales
pertenecientes a carbonos de enlaces dobles en 6 136.5 (C-16) y 6 134.8 (C-15); las sefiales
correspondientes al esqueleto tetraciclico se ubicaron entre 6 61.0 a ¢ 13.8. La comparacion
de sus datos de RMN de 'H (Figura 6.3.2.y Tabla 6.3.1) y '*C (Figura 6.3.3 y Tabla 6.3.2)

coincidieron con los reportados en la literatura.

La naturaleza de cada uno de los carbonos de la molécula se defini6 con el
experimento DEPT, donde se observaron tres carbonos de grupo metilo en ¢ 29.1 (C-18), ¢
249 (C-17) y en ¢ 13.8 (C-20); asimismo, se observaron ocho carbonos metilénicos, los
cuales se ubicaron en J 61.0 (C-14), 6 39.5 (C-1), 6 37.9 (C-3), 0 37.9 (C-12), 0 33.1 (C-7),
21.5 (C-6), 0 20.4 (C-11) 0 19.2 (C-2); se apreciaron en ¢ 57.0 (C-5) y 6 52.2 (C-9) los
carbonos metinicos; por consiguiente, los carbonos cuaternarios se asignaron en 0 49.1 (C-

8), 3 43.7 (C-4), 6 43.6 (C-13), y 37.6 5 (C-10).

T T T T T T T T T T T T T
44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20
ppm

16 14
15 8

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 1C
ppm

Figura 6.3.3. Espectro de RMN de *C a 100 MHz en CDCls del 4cido ent-beyer-15-en-19-
oico (17).
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Tabla 6.3.2. Comparacion de los desplazamientos de RMN de *C del 4cido ent-beyer-15-
en-19-oico (17) con la literatura (Grande et al., 1990).

Carbono | Experimental (0 en ppm) Reportado (6 en ppm)
1 39.5 39.6
2 19.2 19.3
3 37.9 38.0
4 43.7 43.9
5 56.9 57.2
6 21.5 21.6
7 37.5 37.7
8 49.1 49.2
9 52.2 52.4
10 37.5 37.7
11 20.4 20.5
12 33.0 33.2
13 43.6 43.7
14 61.0 61.1
15 134.8 134.8
16 136.5 136.5
17 24.9 24.9
18 29.1 29.1
19 183.2 184.3
20 13.8 13.8

La comparacién de sus datos de RMN de 'H (Figura 6.3.2.y Tabla 6.3.1) y 13C
(Figura 6.3.3 y Tabla 6.3.2) concordaron a los reportados.
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Continuando con la cromatografia en columna impregnada con solucién de nitrato
de plata, se obtuvieron 214 mg del acido kaurenoico (3) como cristales transparentes de

forma prisma con un p.f. 146-148 °C.

En el espectro de RMN de 'H (Figura 6.3.4) se observaron los protones del enlace
doble en 0 4.80 y 0 4.74 pertenecientes a los H-17a y H-17b; en J 2.64 se observo la sefial
triple ancha referente al proton alilico H-13 (1H, ta, J= 4.0 Hz); en 0 1.24, 6 0.95 se

localizaron las sefiales simples para los metilos H-18 y H-20.

Co,H
18 19
20
‘ 1 .‘85 ‘ 1 .‘75 ‘ 1 .‘65 ‘ 1 .‘55 ‘ 1 .‘45 ‘
ppm
15
17270 59

13 s (142 I -

5‘.0 4‘.5 4‘.0 3‘.5 3‘.0 2‘.5 2‘.0 1‘.5 1‘.0
ppm
Figura 6.3.4. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCls del 4cido ent-kaur-16-en-19-
oico (3).
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Tabla 6.3.3. Comparacion de los desplazamientos de RMN de 'H del acido ent-kaur-16-en-
19-oico (3) comparados con la literatura (Ohno et al., 1979; Jeong et al., 2013).

Hidrogeno Experimental (6 en ppm) Reportado (0 en ppm)
la 1.88 (1H, da, J=13.2 Hz) 0.83 (2H, dd, J=13.2,4.2 Hz, H-1)
1b 0.81 (1H, td, J= 13.2, 4.0 Hz)
2a 1.85 (1H, m) -
2b 1.42 (1H, m)
3a 2.15 (1H, da, J= 14.8 Hz) -
3b 1.01 (1H, m)

4 - -

5 1.06 (1H, m) 1.08 (1H, m, H-5)

6 1.82 (1H, m) 2.09 (2 H,d, J=3.0Hz, H-6)
Ta 1.58 (1H, m) 1.5 (4H, m, H-7 y H-12)
7b 1.47 (1H, m) -

8 - -

9 1.04 (1H, m) -

10 - -
11a 1.60 (1H, m) 1.62 (2H, m, H-11)
11b 1.51 (1H, m)
12a 1.54 (1H, m) 1.5 (4H, m, H-7 y H-12)
12b 1.46 (1H, m) -

13 2.64 (1H, ta, /= 4.0 Hz) 2.61 (1H, sa, H-13)
14b 1.99 (1H, d, J=12.0 Hz) -
14b 1.12 (1H, J= dda, 12.0, 4.0 Hz)

15 2.05 (1H, m) -

16 - -
17a 4.80 (1H, s) 4.77 (sa, H-17p)
17b 4.74 (1H, s) 4.72 (1H, sa, H-17,)
18 1.24 (3H, s) 1.21 (3H, s, H-18)
19 - -

20 0.95 (3H, s) 0.92 (3H, s, H-20)
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En el espectro de RMN de *C (Figura 6.3.5) se encontré en 6 183.6 (C-19) una
sefal caracteristica de carbonilo de acido; adicionalmente, se observaron dos sefales
pertenecientes a carbonos de enlaces dobles en 6 155.9 (C-16) y 6 103.0 (C-17); las sefiales

correspondientes al esqueleto tetraciclico se ubicaron entre 6 57.0 a § 15.6.

La comparacién de sus datos de RMN de 'H (Figura 6.3.4.y Tabla 6.3.3) y 13C
(Figura 6.3.5 y Tabla 6.3.4) concordaron a los reportados.

M
: ‘ ‘ ! ‘ , ‘ : : ‘ : : ‘
445 435 425 415 405 39.5
ppm
18 20
5
o 15 7 6 11
17 3 2

N

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 1C
ppm

Figura 6.3.5. Espectro de RMN de *C a 100 MHz en CDCls del 4cido ent-kaur-16-en-19-
oico (3).
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Tabla 6.3.4. Comparacion de los desplazamientos de RMN de '°C del 4cido ent-kaur-16-
en-19-oico (3) con la literatura (Ohno et al., 1979; Jeong et al., 2013).

Carbono Experimental (0 en ppm) Reportado (0 en ppm)
1 40.7 40.8
2 19.1 19.2
3 37.8 37.8
4 43.7 43.9
5 57.0 57.2
6 21.8 21.9
7 41.2 41.4
8 44.2 44.3
9 55.1 553
10 39.6 39.8
11 18.4 18.5
12 33.1 33.2
13 43.8 43.9
14 39.7 39.8
15 48.9 49.1
16 155.9 155.9
17 103.0 103.1
18 29.0 29.0
19 184.6 185.1
20 15.6 15.6
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Asimismo, de las fracciones 4-9 tras varios procesos cromatograficos se obtuvo una
mezcla de compuestos los cuales fueron purificados a través de cromatografia preparativa
impregnada con soluciéon de AgNO; al 20% con un sistema de elucion hexanos-CH>Cl

(4:1). De este procedimiento se obtuvo el compuesto 38.

En su espectro de masa mostrd un ion molecular de 468 m/z correspondiente a la
formula molecular (C32Hs202) y en su espectro de RMN de 'H (Figura 6.3.6) se observo
una sefal doble de dobles en 0 5.53 correspondiente al proton del enlace doble H-15 (1H,
dd, J= 8.4, 3.2 Hz); en ¢ 4.48 se aprecia una sefial multiple asignada al H-3 base de acetato;
en 0 2.04 se ubico la sefial simple asignada al metilo del acetato CH3-2'; se observaron las
senales de grupos metilo en ¢ 1.09 (CHs-26), 0 0.95 (CH3-29- CH3-23), 6 0.91 (CH3-25),
0.90 (CH3-30), 0.88 (CH3-27), 0.86 (CH3-28), 0.82 (CH3-24).

29 30

-
-
-
-
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29,23
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ppm

Figura 6.3.6. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCl; del de acetato de taraxerol
(38).
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los desplazamientos de RMN de '*C (Tabla 6.3.5), fueron comparados con los descritos,
entrandose coincidencia para el acetato de taraxerol (38) sin embargo, la asignacion de C-2
no corresponde al analizar los espectros DEPT y HETCOR, por lo que estos datos deben
ser revisados. Tabla 6.3.5. Comparacion de los desplazamientos de RMN de *C del

acetato de taraxerol (38) con la literatura (Thuy et al., 2008).

Carbono | Experimental (0 en ppm) Reportado (0 en ppm)
Acetato taraxerol Acetato taraxerol

1 37.7 37.73
2 234 28.86
3 81.0 80.98
4 39.0 39.01
5 55.6 55.63
6 18.6 18.76
7 35.1 35.15
8 37.9 37.92
9 48.7 48.76
10 37.7 37.72
11 17.5 17.59
12 35.8 35.83
13 37.4 37.41
14 158.0 157.84
15 116.9 116.84
16 36.6 36.7

17 37.5 37.58
18 49.2 49.2

19 41.2 41.23
20 28.8 28.86
21 33.7 33.72
22 33.1 33.17
23 28.0 28.04
24 15.5 15.59
25 16.6 16.67
26 29.9 29.99
27 259 25.99
28 29.8 29.89
29 333 33.41
30 21.3 21.42
r 171.0 170.81
2’ 21.3 21.36

37| Pagina



Estudio Quimico Preliminar de Perymenium buphthalmoides

Adicionalmente, mediante cromatografia preparativa impregnada con solucion de
AgNOs se obtuvo un so6lido blanco el cual en su espectro de masa mostrd un ion molecular
de 470 m/z correspondiente a la formula molecular (C32Hs40:2). En su espectro de RMN de
'"H (Figura 6.3.7) se observé una sefial cuadruple en J 4.89 (1H, q, J= 4.0 Hz)
correspondiente al proton base de acetato H-3; en 6 2.04 se apreci6 la sefial simple asignada
al metilo del acetato CH3-2’, se observaron las sefales de grupos metilo en ¢ 1.17 (CHs-
28), 6 1.00 (CH3-30), ¢ 0.99 (CH3-26-CH3-27), 6 0.94 (CH3-29), ¢ 0.93 (CHs-24), 0.86
(CH3-25)y 0 0.81 (3H, d, J= 7.2 Hz, CH3-23).
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ppm

Figura 6.3.7. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCl; del acetato de 34-friedelinol
(39).

Estos datos fueron comparados con los descritos, coincidiendo para el triterpeno

denominado acetato de 3f-friedelinol (39), Tabla 6.3.6.
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Tabla 6.3.6. Comparacion de los desplazamientos de RMN de '*C del acetato de 34-
friedelinol (39) con la literatura (Patra et al., 1981).

Carbono | Experimental (0 en ppm) Reportado (6 en ppm)
1 16.3 16.3
2 32.1 32.1
3 74.6 74.5
4 48.1 48.0
5 37.9 37.8
6 41.7 41.6
7 17.7 17.6
8 53.2 53.1
9 37.1 37.0
10 60.9 60.9
11 36.1 36.3
12 30.6 30.5
13 38.4 38.3
14 39.7 39.6
15 323 323
16 35.5 36.0
17 29.7 29.9
18 42.8 42.8
19 353 35.5
20 28.2 28.1
21 32.8 32.8
22 39.3 39.2
23 11.3 11.2
24 15.8 15.7
25 18.2 18.1
26 18.5 18.5
27 20.1 20.0
28 32.2 32.0
29 35.0 34.9
30 31.9 31.7
r 170.9 170.7
2’ 214 21.1

Las fracciones 10-11 de la cromatografia del extracto hexanico de la raiz se
recromatografiaron empleando mezclas de hexanos-acetona en orden ascendente de
polaridad. En la polaridad 9:1 se obtuvo una mezcla de compuestos, la cual fue separada
mediante lavados con hexanos obteniéndose un sdlido de color blanco el cual fue
recristalizado utilizando hexanos-AcOEt, obteniéndose 300 mg de un compuesto cristalino

de forma rombica con punto de fusion 180-182 °C.
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El espectro RMN de 'H (Figura 6.3.8) mostrd las sefiales caracteristicas de un grupo
angeloiloxi, en ¢ 6.04 la sefial cuadruple de cuddruples (1H, qq, J= 7.2, 1.2 Hz) asignada al
proton vinilico H-3’, en 6 1.98 se localizo la sefial doble de cuddruples perteneciente al H-
4’ (1H, dq, J= 7.2, 1.6 Hz) y en ¢ 1.88 la sefial cuadruple (q, 3H, J= 2.8 Hz) asignada al
metilo 5°. Adicionalmente, en d 5.35 se observo la senal simple perteneciente al proton base
de éster H-15; en 6 5.13 (H-17a) y 6 5.07 (H-17b) se apreciaron dos sefales simples
caracteristicas de hidrogenos vinilicos; en 0 2.79 se observo la sefial triple ancha referente
al H-13 (1H, ta, J= 4.0 Hz); por otra parte, en J 2.15 se ubic6d la sefial doble ancha
correspondiente al H-14a con J= 13.6 Hz; la senal doble de dobles correspondiente a H-14b
se localiz6 en 6 1.13 (1H, dd, J= 11.0, 4.6 Hz ); finalmente, en 6 1.22 y en 6 0.96 se
ubicaron la sefales simples de grupos metilo pertenecientes a los CHs-18 y CH3-20

respectivamente, lo que sugirio la presencia de un esqueleto tipo kaureno.

18

20

T T T T T T T T T T T T T
20 19 18 17 16 15 14 13 12 11 10 09 08

3 13
A ) b
6.2 58 5.4 50 4.6 4.2 3.8 3.4 3.0 2.6 2.2 1.8 1.4 1.0
ppm

Figura 6.3.8. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCl; del 4cido ent-kaur-15a-
angeloiloxi-16-en-19-oico (4).
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Tabla 6.3.7. Comparacién de los desplazamientos de RMN de 'H del 4cido ent-kaur-15a-
angeloiloxi-16-en-19-oico (4) con la literatura (Ohno et al., 1979).

Hidrogeno Experimental (6 en ppm ) Reportado (0 en ppm )

la 1.87 (1H, m)

1b 0.83 (1H, td, J=13.4,4.0 Hz)

2a 1.84 (1H, m) -

2b 1.43 (1H, m)

3a 1.65 (1H, m) -

3b 1.28 (1H, td, J=13.2, 4.0 Hz)

4 - -

5 1.10 (1H, dda, J=12.0, 2.0 Hz )

6 1.77 (2H, ta, J= 14.0 Hz)

Ta 1.96 (1H, m)

7b 1.45 (1H, m)

8 - -

9 1.24 (1H, m) -

10 - -

11 1.63 (1H, m)
12a 1.53 (1H, m)
12b 1.46 (1H, m)

13 2.79 (1H, ta, J= 4.0 Hz) 2.80 (1H, m)
14a 2.15 (1H, da, J=13.6 Hz) -
14b 1.13 (1H,dd, J=11.0,4.6 Hz)

15 5.35(1H, s) 5.40(1H, m)

16 - -

17a 5.13 (1H, s) 5.18 (1H, s)

17b 5.07 (1H, s) 5.10 (1H, s)

18 1.22 (3H, s) 1.23 (1H, s)

19 - -

20 0.96 (3H, s) 0.97 3H, s)

1 - -

2’ - -

¥ 6.04 (1H, qq, J= 7.2, 1.2 Hz) 6.07 (qq, 1H, J= 8.0, 1.0 Hz)
4 1.98 (1H, dq, J= 7.2, 1.6 Hz) 1.98 (dq, 1H, J= 8.0, 1.0 Hz)
5 1.88 (q, 3H, J= 2.8 Hz) 1.88 (q, 3H, J= 1.0 Hz)
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En el espectro de RMN de '*C (Figura 6.3.9) se observaron 25 sefiales, de las cuales
se identificd en 0 184.4 la senal tipica de carbonilo de acido (C-19) y en 6 168.0 la sefal
caracteristica de carbonilo de éster (C-1°); en 0 155.5 (C-16) y 6 110.0 (C-17) se
encontraron sefiales pertenecientes a carbonos de sp’ asignadas al doble enlace exociclico;
por otro lado, se observaron J 137.4 (C-3’) y J 1282 (C-2’) los carbonos sp’
correspondientes al grupo angeloilo, los metinos se apreciaron en ¢ 82.5 (C-15), 6 56.5 (C-
5), 0 52.9 (C-9) y 0 42.5 (C-13); finalmente, los carbonos de grupos metilo se observaron
en 0 28.8 (C-18), 0 20.7 (C-5"), 0 15.8 (C-4’) y 0 15.7 (C-20).

Adicionalmente se observaron sefales en ¢ 39.8 (C-1), 6 37.6 (C-14), , 6 37.4 (C-7),
0 35.0 (C-3), 6 32.6 (C-12), 6 20.8 (C-6), 6 19.0 (C-2) y en 0 18.4 (C-11); asi mismo, se
apreciaron las sefiales de los carbonos cuaternarios en d 47.5 (C-8), ¢ 43.7 (C-4) y ¢ 40.5
(C-10).
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Figura 6.3.9. Espectro de RMN de *C a 100 MHz en CDCls del 4cido ent-kaur-15a-

angeloiloxi-16-en-19-oico (4).
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Tabla 6.3.8. Comparacion de los desplazamientos de RMN de "*C del 4cido ent-kaur 150-
angeloiloxi-16-en-19-oico (4) con la literatura (Kakuta et al., 1992, Ohno et al., 1979).

Carbono | Experimental (6 en ppm) Reportado (0 en ppm)
1 39.8 40.6
2 19.0 19.0
3 35.0 35.1
4 43.7 43.8
5 56.5 56.6
6 20.8 20.8
7 37.4 37.5
8 47.5 47.6
9 52.9 53.0
10 40.5 39.9
11 18.4 20.7
12 32.6 32.7
13 42.5 42.6
14 37.6 37.7
15 82.5 82.6
16 155.5 155.5
17 109.9 110.0
18 28.8 28.9
19 184.4 184.9
20 15.7 15.8
r 168.0 168.2
2’ 128.2 128.4
3 137.4 137.5
4 15.8 15.8
s 20.7 18.5
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En el experimento COSY (Figura 6.3.10) se observo la correlacion de la sefial en o
2.79 perteneciente al H-13, con la sefial localizada en ¢ 1.46 correspondiente al H-12b; por
otro lado se aprecid la correlacion de la sefial en 6 2.15 asignada al H-14a con la senal
doble de dobles d en 1.13 perteneciente al H-14b; asi mismo, se aprecio la correlacion para
el H-1a con la sefial ubicada en 6 0.83 del H-1b; también se distinguio la correlacion de la
sefial encontrada en 0 1.96 correspondiente a H-7a, con la sefial en 6 1.45 asignada al H-
7b, finalmente se observo la correlacidon de la senal en 6 1.65 con la sefial en 0 1.28

correspondientes al H-3a y H-3b, respectivamente.
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Figura 6.3.10. Espectro COSY del acido ent-kaur-15a-angeloiloxi-16-en-19-oico (4).
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El experimento HETCOR (Figura 6.3.11) se observo la correlacion de la sefial en 6
137.4 con la sefial cuadruple de cuadruples ubicada en ¢ 6.04 asignada al proton vinilico H-
3’ caracteristica del grupo angeloilo, se observo la correlacion del carbono sp? C-17 con los
hidrégenos vinilicos en 0 5.13 y 6 5.07; el C-15 ubicado en J 82.5 presentd correlacion con
la sefal simple en ¢ 5.35 (H-15); la sefial perteneciente al C-5 correlacion6 con la senal en &
1.10 (H-5); el C-9 correlaciond con la sefial multiple en d 1.24; el C-13 mostr6 correlacion
con la senal en 0 2.79 (H-13); la sefial en 0 39.8 referente al C-1 correlacioné con la senal

multiple ubicada en 6 1.87 y con la sefial triple de dobles localizada en 6 0.83.

Los datos de RMN de 'H (Tabla 6.3.7) y 1*C (Tabla 6.3.8) al compararlos con los
descrito en la bibliografia coincidieron con el acido ent-kaur-15a-angeloiloxi-16-en-19-
oico (4) sin embargo, la asignacion de C-11 y C-5" resultaron invertidas al analizar los

espectros DEPT y HETCOR, por lo que estos datos deben ser revisados.
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Figura 6.3.11. Espectro HETCOR del &cido ent-kaur-15 a—angeloiloxi-16-en-19-oico (4).
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De la recromatografia de las fracciones 10-11 a polaridad hexanos-acetona (17:3) se
obtuvo una mezcla de compuestos la cual fue purificada mediante lavados con hexanos
obteniéndose 35 mg de cristales blancos. El espectro de masa mostro el ion [M]" de 291, el

cual sugiri6 la féormula molecular C20H340.

El espectro RMN de 'H (Figura 6.3.12) mostré sefiales solamente en la region de los
protones alifaticos; en J 1.93 se ubic6 la senal correspondiente al H-1a (1H, da, J= 11.6
Hz); en 0 1.83 (1H, da, J= 4.0 Hz) se observo la sefal perteneciente al protén cabeza de
puente H-13; en 6 1.77 (1H, dd, J= 13.2, 3.2 Hz) se ubic¢ la sefial perteneciente al H-7a; en
0 1.55 y 1.30 se ubicaron las sefiales multiple y doble de dobles correspondientes a los
protones metilénicos H-14a y H-14b respectivamente; a campo alto, en J 1.11 se encontrd
la sedal triple de dobles (2H, td, J= 14.0, 4.8 Hz ) asignada al metileno H-3;
adicionalmente, se observo la sefial doble ancha con una constante de acoplamiento (J= 8.0
Hz) asignada al H-5, el H-9 se apreci6 como una sefial doble de dobles en ¢ 0.77 (1H, dd,
J=12.0, 1.6 Hz), finalmente, las sefiales simples en 0 1.36 (H-17), 6 0.84 (H-18), 6 0.80
(H-19), y en 0 1.02 (H-20) indicaron la presencia de cuatro grupos metilo.
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3 7b
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Figura 6.3.12. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCls del 164-hidroxikaurano (40).
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Tabla 6.3.9. Comparacion de los desplazamientos de RMN de 'H del 164-hidroxikaurano
(40) con la literatura (Pyrek, 1984).

Hidroégeno Experimental (6 en ppm) Reportado (0 en ppm)
la 1.93 (1H, da, /= 11.6 Hz) -
1b 1.53 (1H, m)
2a 1.62 (1H, m) -
2b 1.39 (1H, m)
3 1.11 (2H, td, /= 14.0, 4.8 Hz)
4 -
5 0.97 (1H, dda, J= 8.0 Hz) -
6a 1.51(2H, m) -
6b 1.26 (2H, m)
Ta 1.77 (1H, dda, J =13.2, 3.2 Hz) -
7b 0.72 (1H, tda, J = 13.2, 4 Hz)
8 - -
9 0.77 (1H, dda, J = 12, 1.6Hz) -
10 - -
11 1.57 (2H, m) -
12 1.56 (2H, m) -
13 1.83 (1H, da, /= 4.0 Hz) -
14a 1.55 (1H, m) -
14b 1.30 (1H, dd, J=11.6. 3.2 Hz)
15 1.54 (2H, m) -
16 - -
17 1.36 (3H, s) 1.36 (3H, s)
18 0.84 (3H, s) 0.85 (3H, s)
19 0.80 (3H, s) 0.81 (3H, s)-
20 1.02 (3H, s) 1.03 (3H, s)
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En su espectro de RMN de '*C (Figura 6.3.13) se observaron las sefiales
caracteristicas de un esqueleto diterpénico, de las cuales se identific6 en J 79.4 una sefial
tipica de carbono base de alcohol correspondiente al (C-16). Con ayuda del experimento
DEPT se asignaron los metinos en d 56.9 (C-5), d 56.2 (C-9) y 6 49.0 (C-13); los metilenos
en d 58.0 (C-15), 0 42.0 (C-14-3), 6 40.3 (C-7), 6 39.3 (C-1), 6 26.9 (C-12), 6 20.4 (C-6), o
18.6 (C-2) y en 6 17.9 (C-11); asi mismo, se apreciaron las sefales de los carbonos
cuaternarios en 0 45.3 (C-8), 6 37.7 (C-10) y 0 33.2 (C-4); los carbonos de grupos metilo se
observaron en ¢ 33.6 (C-18), 0 24.5 (C-17), 0 21.5 (C-19) y 6 17.8 (C-20).

14,3
20
11
, 1 18 12 17 196 2
1559 13
16 8 10 4
. _J L . A N SURINUTY | NN DU YO U W 1Y [, S
T T T T T T T T T T T T T T
85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20

ppm

Figura 6.3.13. Espectro de RMN de *C a 100 MHz en CDCl; del 164-hidroxikaurano
(40).
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Tabla 6.3.10. Comparacion de los desplazamientos de RMN de '°C del 164-hidroxikaurano
(40) con la literatura (Pirek, 1984).

Carbono Experimental (6 en ppm) Reportado (0 en ppm)

1 37.7 37.88

18.6 18.76
3 42.1 42.27
4 33.2 33.50
5 56.8 56.47
6 20.4 20.61
7 40.3 40.61
8 45.3 45.50
9 56.2 57.15
10 39.6 39.60
11 17.9 18.13
12 26.9 27.05
13 49.0 49.30
14 42.0 42.27
15 58.0 58.47
16 79.4 79.35
17 24.5 24.52
18 33.6 33.69
19 21.5 21.69
20 17.6 17.88

En el experimento COSY (Figura 6.3.14) se observo la correlacion de la sefial en 6
1.93 perteneciente al H-1a con la sefial multiple en 0 1.53 la cual se asigné al H-1b;
también se distingui6 la correlacion de la sefial para el H-13 con la sefial ubicada en 6 1.56,
concerniente al H-12; asi mismo, se aprecio la correlacion de la sefial encontrada en 0 1.77
correspondiente a H-7a con la sefal en 0 0.72 asignada para el H-7b; por otro lado, se
ubicaron las correlaciones correspondientes al H-2a y H-2b con la senal triple de dobles
ubicada en 0 1.11 correspondiente al H-3; el H-11 present6 correlacion con el H-9 situado

eno 0.77.
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Figura 6.3.14. Experimento COSY del 164-hidroxikaurano (40).

El espectro HETCOR (Figura 6.3.15) mostré la correlacion del C15 con los
protones en ¢ 1.54; la sefial del C-5 en 6 56.9 correlaciond con la sefial doble ancha ubicada
en 0 0.97 asignada al H-5; la sefial en 0 56.2 correlacion6 con la sefial localizada en 0 0.77
asignada al H-9; adicionalmente, se observo la correlacion del C-13 ubicada en 6 49.0 con
la sefial doble ancha localizada en 0 1.83 (H-13); el C-14 correlaciond con las sefiales
multiple y doble de dobles ubicadas en d 1.55 y 0 1.30 asignadas a los protones H-14a y H-
14b, respectivamente; el C-6 correlaciond con la sefial ubicada en 6 1.51 perteneciente al
H-6a y con la sefal en ¢ 1.26 asignada al proton H-6b; los C-18, C-17 C-19 y C-20

correlacionaron con los hidrogenos metilicos en ¢ 0.84, 1.36, 0.80 y 1.02, respectivamente.
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Figura 6.3.15. Espectro HETCOR del 16f-hidroxikaurano (40).

El espectro de masa, la rotacion especifica ([()L]ZD5 = -34), asi como los datos de RMN

de 'H y 1*C fueron comparados con la literatura (Tablas 6.3.9 y 6.3.10) mostrando que se
trataba del 16f-hidroxikaurano (40) (Pyrek, 1984).

Para confirmar la naturaleza del grupo hidroxilo en el diterpeno 40 asi como la
asignacion de sus sefiales por RMN de 'H y de "*C se realiz6 la reacciéon de acetilacion
empleando anhidrido acético y piridina. El crudo de reaccion fue purificado mediante
cromatografia en columna utilizando gel de silice como fase estacionaria y como eluente
una mezcla de polaridad 19:1 hexanos-AcOEt, obteniendo tres productos de reaccion
Esquema de 6.3.1.
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Esquema de 6.3.1. Acetilacion del 16f-hidroxikaurano (40).

En la fraccién 1-4 se obtuvo una sustancia cristalina la cual fue analizada por RMN
de "H observandose que corresponde a la mezcla de alquenos 41 y 42 los cuales al ser
isdmeros estructurales presentan un Rr idéntico por lo que la separacion se realizd en
cromatografia preparativa impregnada con solucion de AgNOs al 20% y como fase movil
una mezcla de 2:3 hexanos-AcOEt.

De este proceso se obtuvo a 41 como un solido blanco. En su espectro de RMN de
'H (Figura 6.3.16) se aprecian dos sefales simples en J 4.83 y § 4.77 asignadas a los
protones H-17a y H-17b, respectivamente; adicionalmente, a campo alto se observan tres
senales simples correspondientes a grupos metilo en 6 1.06 (CH3-20), ¢ 0.89 (CH3-18), ¢
0.85 (CH3-19). El espectro de RMN de '*C (Figura 6.3.17) mostré 20 sefiales caracteristicas
de un esqueleto diterpénico, en el destacaron las sefiales en 6 156.2 (C-16) y 6 135.9 (C-17)
correspondientes al doble enlace exociclico, las sefiales restantes del diterpeno se ubicaron
en la region alifatica de 0 56.5 a 0 17.0. Estos datos se compararon con lo descrito en la
literatura y se encontrd6 que corresponden al diterpeno ent-kaureno (41) Tabla 6.3.1
(Pacheco et al., 2009).
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Figura 6.3.16. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCI; del ent-kaureno (41).
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Figura 6.3.17. Espectro de RMN *C a 100 MHz en CDCls del ent-kaureno (41).
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Tabla 6.3.11. Comparacion de los desplazamientos de RMN de '*C del ent-kaureno (41)
con la literatura (Pacheco et al., 2009).

Carbono Experimental (6 en ppm) Reportado (0 en ppm)

1 41.2 41.3

18.7 18.7
3 42.1 42.0
4 33.3 33.3
5 56.2 56.1
6 20.2 20.6
7 40.4 40.4
8 442 442
9 56.0 56.1
10 39.3 39.3
11 18.1 18.1
12 33.3 33.3
13 44.0 442
14 39.8 39.9
15 49.1 49.2
16 156.2 156.0
17 102.8 102.8
18 33.7 33.7
19 21.6 21.7
20 17.6 17.6

El compuesto 42 se obtuvo como un sélido blanco el cual presenta en su espectro de
RMN de 'H (Figura 6.3.18) una sefial simple en 6 5.06 correspondiente al protén del doble
enlace endociclico H-15; adicionalmente, en la region de los protones alifaticos se aprecian
cuatro sefiales simples pertenecientes a los protones de los grupos metilos en  1.70 (CH3-
17), 6 1.03 (CH3-20), 6 0.85 (CH3-18) y 6 0.80 (CH3-19). En su espectro de RMN de *C
(Figura 6.3.19) se distinguen dos sefiales pertenecientes a carbonos sp’ en § 142.5y § 135.9
asignados al C-16 y C-15 pertenecientes al doble enlace endociclico; el resto de las senales
del esqueleto tetraciclico se aprecian entre 6 56.0 a 6 15.0. Con base a estos datos y por la
comparacion con otros compuestos de la misma naturaleza se establecié este compuesto
como ent- isokaureno (42).
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Figura 6.3.18. Espectro de RMN 'H a 400 MHz en CDCl; del ent-isokaureno (42).
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Figura 6.3.19. Espectro de RMN de *C a 100 MHz en CDCls del ent-isokaureno (42).
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Tabla 6.3.12. Asignacion propuesta del espectro de RMN de '*C para el ent-isokaureno
(42).

Carbono Experimental (6 en ppm)
1 40.5
2 18.7
3 42.1
4 33.3
5 56.0
6 19.3
7 39.5
8 49.2
9 49.0
10 39.5
11 18.7
12 25.1
13 44.9
14 43.9
15 135.6
16 142.4
17 15.4
18 33.6
19 21.6
20 17.6
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En la fraccion 22-24 so obtuvo el compuesto 43 como un so6lido cristalino. En su
espectro de RMN de 'H (Figura 6.3.22), ademéis de las sefiales observadas para el

compuesto 40 se observa la aparicion de la sefial simple en 0 1.94 correspondiente al metilo
del grupo acetato.

1' 2'
13 ¢ 0COCH;

2

9 17

OAc

18
19

20

Figura 6.3.22. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCls del 16S-acetoxikaurano (43).

En el espectro de RMN de !*C (Figura 6.3.23) se observa la aparicion de la sefial en
0 170.9 perteneciente al carbonilo del éster C-1°; el C-16 por otro lado sufrid6 un
desplazamiento de J 79.3 a 6 90.8 debido a que ahora pertenece a una base de éster; en o
19.8 se adiciona la sefial para el C-2’ asignada al grupo metilo del acetato.
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Con ayuda del experimento DEPT se ubicaron los metinos en d 56.5 (C-9), 6 56.1
(C-5) y 0 45.5 (C-13); los metilenos en 0 55.6 (C-15), 0 42.0 (C-3), 6 41.9 (C-7), 0 40.1 (C-
1), 0 37.5 (C-14), 0 26.2 (C-12), 6 20.4 (C-6), 0 18.6 (C-11) y en 0 18.0 (C-11); finalmente
los carbonos de grupos metilo se observaron en ¢ 33.7 (C-18), ¢ 22.8(C-2’), 6 21.5 (C-19),
0 19.8 (C-17) y 6 17.7 (C-20). Por consiguiente, los carbonos cuaternarios se aprecian en o
90.8 (C-16), 0 44.7 (C-8), 0 39.3 (C-10), 0 33.2 (C-4) Tabla 6.3.3.
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Figura 6.3.23. Espectro de RMN de *C a 100 MHz en CDCls del 168-acetoxikaurano (43).
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Tabla 6.3.13. Comparacion de los desplazamientos de RMN de '°C del 16f-acetoxikaurano
(43) con la literatura (Patra et al., 1980).

Carbono Experimental (6 en ppm) Reportado (0 en ppm)

1 40.3 40.2

18.6 18.5
3 42.0 42.0
4 33.2 33.1
5 56.1 56.0
6 20.3 20.3
7 42.0 41.9
8 44.7 44.6
9 56.5 56.5
10 39.3 39.2
11 18.0 17.9
12 26.4 29.6
13 45.5 45.4
14 37.5 37.4
15 55.6 55.6
16 90.9 90.7
17 19.8 19.7
18 33.6 33.6
19 21.5 21.4
20 17.7 17.9
r 170.8 170.5
2’ 22.8 20.3
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En el experimento NOESY se aprecio la correlacion entre la sefial del CH3-17
ubicada en 0 1.59 con la sefial doble ancha en J 2.31 correspondiente al H-13 y con la sefial
simple en J 1.00 correspondiente al CH3-20 esta sefial a su vez correlaciona con el CH3-19

situada en ¢ 0.79. De esta manera podemos proponer la estereoquimica beta para el grupo
acetilo en el compuesto 43, Figura 6.6.24.
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Figura 6.3.24. Experimento NOESY del 16f-acetoxikaurano (43).
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El experimento HETCOR (Figura 6.3.23) se observa la correlacion de la senal en 6
56.5 con la sefal doble ubicada en ¢ 0.98 asignada al proton H-9; el C-5 ubicado en 0 56.1
presenta correlacion con la sefial doble de dobles en 0 0.76 (H-5); la sefial concerniente al
C-13 correlaciona con la sefial doble en 6 2.32 (H-13); la sefial en 6 40.3 referente al C-1
correlaciona con la sefial doble ancha ubicada en 0 1.76 (H-1a) y con la sefial doble de
dobles localizada en ¢ 0.70 (1H-1b); adicionalmente, se observa la correlacion de la senal
localizada en ¢ 37.5 con la senales pertenecientes a los protones H-14a situada en 6 1.90 y
H-14b ubicada en ¢ 1.36; los C-18, C-2°, C-19, C-17 y C-20 correlacionan con las sefiales
de los protones metilicos en 6 1.95, 0 1.59, 0 1.00, ¢ 0.84 y J 0.79, respectivamente. Estos
datos fueron comparados con lo reportado para el epimero 16a-acetoxikaurano (Patra ef al.,
1980) donde se aprecian diferencias en los desplazamientos de C-12 y C-2°, lo que
sugeriere la posicion £ del grupo acetoxi. Cabe destacar que no existe reporte de datos para
el compuesto 43 por lo que resulta un derivado novedoso.
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Figura 6.3.25. Experimento HETCOR del 164-acetoxikaurano (43).

6l|Pagina



Estudio Quimico Preliminar de Perymenium buphthalmoides

6.4. Analisis quimico del extracto hexanico de hojas

Tres lotes de hojas de la especie vegetal, se secaron a la sombra y posteriormente se
molieron, la extraccion se llevd a cabo con mezcla de hexanos mediante maceracion y

reflujo de acuerdo a la tabla 6.4.1.

Tabla 6.4.1. Extractos obtenidos de los tallos de Perymenium buphthalmoides.

Lote Peso de las Método de Tiempo (h) Peso del de
hojas en (g) extraccion extracto en (g)

2011 147 Maceracion 72 1.5

2013 165 Reflujo 6 2.8

2014 200 Reflujo 6 2.8

En el analisis inicial se obtuvo el espectro de RMN de 'H del extracto hexanico de
hoja (Figura 6.4.1) en el cual se distinguen sefiales en el region de los protones vinilicos de
0 5.65 a 0 4.50 a si como sefiales en la region de los protones alifaticos destacando la sefial

simple en ¢ 1.25 asignada a metilenos pertenecientes a cadenas de acidos grasos.

Los extractos presentaron los mismos componentes por lo cual fueron unidos
obteniendo 7.1 g de muestra. La separcion se realizd en cromatografia en columna de 4 cm
de didmetro por 15 cm de altura utilizando gel de silice malla 230-400 y como eluente

mezclas de hexanos-AcOEt en polaridad ascendente.

La cromatografia en columna fue monitoreada mediante cromatografia analitica
utilizando el mismo sistema de disolventes. Las fracciones eluidas también se analizaron

por RMN de 'H.
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Figura 6.4.1. Espectro de RMN 'H a 400 MHz en CDCl; del extracto hexanico de hojas de
Perymenium buphthalmoides

La separacion cromatografica de la fraccion 7 (obtenida a polaridad 1:1 hexanos-
AcOE}Y) se realiz6 empleando gel de silice y un sistema de elucion hexanos-AcOEt 17:3, las
fracciones 15-19 se recromatografiaron con mezclas de hexanos-AcOEt en orden creciente
de polaridad como eluente. En la fracciéon 7 (19:1 hexanos-AcOEt) se obtuvo un polvo
blanco el cual se purifico6 por cromatografia preparativa impregnada con solucion de
AgNO; al 20%. Este proceso permitio la separacion de un sélido blanco.

En su espectro de RMN de 'H (Figura 6.4.2) se observaron dos juegos de sefiales en
proporcion 2:1, destacando dos sefiales triples en 6 5.19 y 0 5.14 con una constante de
acoplamiento de 4.0 Hz pertenecientes a los protones vinilicos H-12 y H-12"; asi mismo en
0 3.24 se ubico una sefal doble de dobles asignada al proton base de oxhidrilo H-3; de igual
manera en la region de los protones alifaticos se apreciaron sefiales de alta intensidad
correspondientes a las sefiales de los protones del grupo metilo en ¢ 1.15 (H-27), 6 1.08 (H-
27°), 6 1.08 (H-27), 6 1.02 (H-29"), 6 1.01 (H-28-28"), 6 0.98 (H-24), 6 0.97 (H-26’), 6 0.95
(H-29), 6 0.92 (H-23"), 6 0.88 (H-26-30), 0 0.84 (H-23), 0.81 (H-24-25-25’-30").
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En el espectro de RMN de !3C (Figura 6.4.3.), se observaron las sefiales
correspondientes a un compuesto de naturaleza triterpénica, destacando las sefales en ¢
145.2 y 6 121.7 correspondientes a los carbonos sp? C-13 y C-12, respectivamente; asi
mismo se aprecian las sefiales de los carbonos sp” presentes en J 139.6 asignada al C-13’ y
0 124.4 (C-12°), por otra parte el carbono base de hidroxilo se sitia en é 79.0 las senales
asignadas al esqueleto pentaciclico se ubican en d 59.1 a ¢ 15.5 (Tabla 6.4.2).

24',25, 25,30’

I | /M,

—
5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8
ppm

Figura 6.4.2. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCl; del a-amirina (44) y f-amirina
(45).

Como parte de la caracterizacion de la mezcla triterpénica se analizd por
cromatografia de gases acoplado a EM lo que permitié confirmar la presencia de dos
componentes mostrando un ion molecular de 426 m/z para cada uno de los compuestos,
Figura 6.4.3 y Figura 6.4.4. Estos datos fueron comparados con lo descrito y se concluyo
que se trataba de una mezcla constituida por el triterpeno de tipo ursalano la a-amirina (45)
y de tipo oleanano la y f-amirina (46) Tabla 6.4.2 (Mahato et al., 1994, Oliveira et al.,
2011, Suarez et al., 2009).
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Tabla 6.4.2. Comparacion de desplazamientos de RMN de "*C de la a-amirina (44) y de j-
amirina (45) (Mahato et al., 1994).

Carbono Experimental Reportado Experimental Reportado
(0 en ppm) (0 en ppm) (0 en ppm) (0 en ppm)
a-amirina a-amirina f-amirina f-amirina

1 38.6 38.7 38.6 38.7
2 27.3 27.2 27.4 27.3
3 79.0 78.3 79.1 79.0
4 38.8 38.8 38.8 38.8
5 55.2 55.2 55.2 553
6 18.4 18.3 18.4 18.5
7 33.0 32.9 32.7 32.8
8 40.0 40.0 38.8 38.8
9 47.7 47.7 47.7 47.7
10 36.9 36.9 37.2 37.6
11 23.3 23.3 23.5 23.6
12 124.4 124.3 121.7 121.6
13 139.6 139.3 145.2 145.1
14 42.1 42.0 41.8 41.8
15 28.8 28.7 26.2 26.2
16 26.6 26.6 27.0 27.0
17 33.8 33.7 325 325
18 59.1 58.9 42.3 47.4
19 39.7 39.6 46.9 46.9
20 39.6 39.6 31.1 31.1
21 31.3 31.2 34.8 34.8
22 41.5 41.5 37.2 37.2
23 28.1 28.1 28.1 28.2
24 15.6 15.6 15.5 15.5
25 15.7 15.6 15.6 15.6
26 16.8 16.8 16.9 16.9
27 23.4 23.3 26.0 26.0
28 28.1 28.1 28.4 28.4
29 17.5 17.4 333 333
30 21.4 21.3 23.7 23.7
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Figura 6.4.3. Espectro de masa de la a-amirina (44).
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Figura 6.4.4. Espectro de masa de la  amirina (45).
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De la cromatografia preparativa impregnada con solucion de AgNO; al 20%

adicionalmente se obtuvo el compuesto 46.

En su espectro de RMN de 'H (Figura 6.4.5) se apreciaron la sefiales
correspondientes al doble enlace terminal 6 4.69 la sefial doble con una constante de
acoplamiento de 2.2 Hz en correspondiente al proton olefinico H-29a de la misma forma se
observa en 0 4.56 la sefial doble de dobles asignada al H-29b; adicional a esto se ubico al
proton base de hidroxilo en 0 3.20 perteneciente al H-3 y en 0 2.37 la sefial multiple

asignada la H-19; por otro lado se observaron siete sefiales simples pertenecientes a los
grupos metilo en ¢ 1.67 (CH3-30), 6 1.02 (CH3-28), 6 0.96 (CH3-27), 6 0.93 (CH3-26), o
0.82 (CH3-25), 6 0.78 (CHs3-24), 6 0.75 (CH3-23). Con estos datos y por igualdad a lo
descrito se determind que se trataba del triterpeno conocido como lupeol (46) (Gomez,
2011).
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2524
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29a 29b
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Figura 6.4.5. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCl; del lupeol (46).

67| Pagina



Estudio Quimico Preliminar de Perymenium buphthalmoides

Las fracciones 22-27 obtenidas de la cromatografia de la fraccion 7 del extracto
total se obtuvo una sustancia cristalina la cual tras sucesivos lavados con hexanos fue

purificada.

Dicha sustancia de aspecto cristalino present6 en el analisis de¢ RMN de 'H (Figura
6.4.6) en 0 5.34 una senal doble J= 5.2 Hz asignada al proton H-6 y H-6"; en 6 5.14 y 6 5.01
se aprecio la senal doble de dobles con J= 15.2 y 8.4 Hz, asignada a los protones vinilicos
H-22 y H-23, respectivamente; adicionalmente se distinguio la sefial multiple en ¢ 3.53,
correspondiente al proton base del oxhidrilo H-3 y H-3’. La presencia de sefales de alta
intensidad a campo alto indic6 la presencia de grupos metilo en 6 1.01 (CH3z-21"); 6 1.00
(CHs-19-CH3-19°), 6 0.91 (CHs-217), 6 0.85 (CH3-27) ¢ 0.84 (CH3-29-CH3-29%), 6 0.82
(CHs-27), 0 0.79 (CH3-27"), 6 0.69 (CH3-18), 6 0.68 (CH3-18").
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2
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3
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Figura 6.4.6. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCl; del estigmasterol (47) y f-
sitosterol (26).
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Tabla 6.4.4. Comparacion de desplazamientos de RMN de *C de estigmasterol (47) y f-
sitosterol (26). (Isah et al., 2012, Nes et al., 1992).

Carbono Experimental Reportado Experimental Reportado

(0 en ppm) (0 en ppm) (0 en ppm) (0 en ppm)

estigmasterol estigmasterol [-sitosterol [-sitosterol
1 37.2 37.3 37.2 37.2
2 31.7 31.6 31.7 31.6
3 71.8 71.8 71.8 71.8
4 42.3 423 423 42.5
5 140.7 140.8 140.7 140.8
6 121.7 121.7 121.7 121.7
7 31.9 31.9 31.9 31.8
8 31.9 31.9 31.9 31.9
9 51.1 51.2 50.1 50.1
10 36.5 39.5 36.5 36.5
11 21.2 21.1 21.2 21.1
12 39.7 39.7 39.7 39.7
13 42.3 42.3 42.3 42.3
14 56.9 56.8 56.7 56.7
15 24.2 24.4 24.2 243
16 28.9 28.4 28.2 28.2
17 56.0 56.1 55.9 56.0
18 11.9 12.1 11.9 11.9
19 194 21.2 194 194
20 40.5 40.5 36.2 36.1
21 21.1 21.2 18.8 18.8
22 138.4 138.3 33.9 33.9
23 129.3 129.3 26.0 26.0
24 50.1 50.2 45.8 45.8
25 31.9 31.9 31.56 29.1
26 21.2 21.2 21.09 19.8
27 19.0 19.0 19.0 19.1
28 254 254 23.1 23.0
29 12.3 12.1 12.0 12.0

El andlisis de cromatografia de gases acoplado a EM muestra el ion molecular de
412 m/z para el compuesto 47 (Figura 6.4.7) y el ion molecular de 414 m/z para el
compuesto 26 (Figura 6.4.8). De acuerdo a la literatura estos datos corresponden a la

mezcla de fitoesteroles de estigmasterol (26) y fS-sitosterol (47), la diferencia entre estos
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dos compuestos radica en la presencia del doble C22=C23 en estigmasterol (47) y C22-C23

enlace sencillo en el f—sitosterol (26) lo cual puede ser apreciado en el andlisis de EM.
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Figura 6.4.8. Espectro de masa del y f-sitosterol (26).
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6.5. Analisis quimico del extracto hexanico de tallos

Los tallos de tres lotes de Perymenium buphthalmoides, se secaron a la sombra, se
molieron y posyeriormente se extrajeron empleando mezcla de hexanos de acuerdo a los

datos de la tabla 6.5.1.

Tabla 6.5.1. Extractos obtenidos de los tallos de Perymenium buphthalmoides

Peso del tallo Método de Tiempo (h) Peso del de
Lote .
en (g) extraccion extracto en (g)
2011 115 Maceracion 72 0.70
2013 95 Reflujo 6 0.74
2014 105 Reflujo 6 0.86

Para realizar el analisis preliminar se obtuvo el espectro de RMN de 'H del extracto
hexanico de tallo (Figura 6.5.1) en el cual se pueden observaron sefiales en el region de los
protones de enlaces dobles de J 5.65 a 6 4.50 a si como sefales en la region de los protones
alifaticos destacando la sefial simple en 1.20 ppm lo que indic6 la presencia de acidos
grasos como componente mayoritario. Sin embargo, en la region de los protones viilicos se

observan sefales correspondientes a esqueleto de beyerano.

Tras observar la presencia de los mismos componentes se unieron los extractos,
obteniendo 2.4 g del mismo el cual fue separado mediante columna cromatografica de 3 cm
de didmetro por 15 cm de altura utilizando gel de silice malla 230-400 como fase
estacionaria y mezclas de hexanos-AcOEt en orden ascendente de polaridad como eluente
obteniéndose 11 fracciones. La cromatografia en columna fue monitoreada por medio de
cromatografia en capa fina utilizando el mismo sistema de disolventes. Las fracciones

eluidas también se analizaron por RMN de 'H y recromatografiadas por separado.
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Figura 6.5.1. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCl; del extracto hexanico de tallos
de Perymenium buphthalmoides.

En las fracciones 1-5 del extracto total condujeron a la obtencion de acidos grasos y
alcanos, mientras que la fraccion 7 fue recromatografiada en placa preparativa impregnada

con solucién de AgNOs al 20% con un sistema de elucion CH>Cl-AcOEt (9:1).

De este procedimiento se identifico al acido ent-kaur-16-en-19-oico (3), el acido
ent-kaur-15a-angeloxi-16-en-19-oico (4) y el acido ent-beyer-15-en-19-oico (17) ya

descritos en el extracto de raiz.

Por otra parte, la fraccion 8 fue separada mediante cromatografia en capa fina como
fase estacionaria y como fase mévil CH2Cl.. En este caso se logré obtener la mezcla de
fitoesteroles del estigmasterol (47) y p-sitosterol (26) que también se encuentraron

presentes en el extracto hexanico de hojas.
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6.6. Analisis quimico del extracto hexanico de flores

Flores de tres lotes de la especie vegetal, una vez secadas y molidas se extrajeron

con hexanos por los siguientes métodos tabla 6.6.1

Tabla 6.6.1. Extractos obtenidos de flores de Perymenium buphthalmoides.

Peso de las hojas Método de Tiempo (h) Peso del extracto
Lote <x
en (g) extraccion en (g)
2011 90 Maceracion 72 4.78
2013 25 Reflujo 6 0.87
2014 15 Reflujo 6 0.62

Los extractos obtenidos fueron analizados preliminarmente a través de RMN de 'H,
mostrando principalmente sefales pertenecientes a acidos grasos, también se apreciaron

algunas sefales en la region de los protones vinilicos entre ¢ 6.55 a 0 4.50 (Figura 6.6.1).

Los extractos presentaron los mismos compuestos por lo que se mezclaron

obteniendo 6.27 g de muestra.

El extracto fue sometido a fraccionamiento en columna cromatografica de 4 cm de
didmetro por 15 cm de altura utilizando gel de silice malla 230-400 y como eluente
utilizando mezclas de hexanos-AcOEt en orden creciente de polaridad obteniédose 10
fracciones las cuales fueron analizadas por RMN de 'H y recromatografiadas

invdividualmente.

La cromatografia en columna fue monitoreada mediante de cromatografia analitica
utilizando el mismo sistema de disolventes. Las fracciones eluidas también se analizaron

por RMN de 'H.
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Figura 6.6.1. Espectro de RMN 'H a 400 MHz en CDCl; del extracto hexanico de flores de
Perymenium buphthalmoides.

Las fracciones 1-4 condujeron a la obtencion de acidos grasos saturados. Por otra
parte, la fraccion 5 se separd en columna cromatogréfica de 2 cm de didmetro utilizando gel
de silice como fase estacionaria y como fase movil mezclas de hexanos-AcOEt en orden

creciente de polaridad.

En las fracciones 26-35 (hexanos-AcOEt 19:1) se observo un compuesto cristalino
el cual fue purificado mediante lavados con hexanos seguido de cristalizacion a

evaporacion lenta, estos procedimientos condujeron a la obtencion de cristales blancos.
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En su espectro RMN de 'H (Figura 6.6.2) se observé una sefial triple 6 5.16 con J=
3.6 Hz perteneciente al proton vinilico H-12; en ¢ 4.47 se identifico la senal multiple
asignada al proton base de éster H-3 y en 0 3.52 y d 3.19 se apreciaron dos sefiales dobles
con J= 11.2 Hz para los protones base de alcohol H-28a y H-28b; adicionalmente, se
identific6 una sefal triple en 0 2.27 con J= 7.4 Hz correspondiente al H-2’; en J 1.23 se
ubica una sefial ancha caracteristica de un acido graso saturado; finalmente en 0 1.14, J
0.93, 0 0.92, 0 0.86 aparecieron las senales simples establecidas para los metilos CH3-27,
CH3-23, CH3-26, CH3-24 respectivamente, y entre d 0.85-0.82 se ubican las sefiales simples
traslapadas pertenecientes protones metilicos a CH3-30, CH3-29 y CH3-25.
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Figura 6.6.2. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCls del palmitato de eritrodiol
(48).
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En el espectro de RMN de *C (Figura 6.6.3) se identifico en § 173.8 la sefial tipica
de carbonilo de éster (C-1"), en 6 144.4 y 6 122.4 se encontraron dos sefiales pertenecientes
a carbonos de sp’ asignadas a los C-13 y C-12, respectivamente; el C-3 base de éster se
aprecio en 0 80.5 y el C-28 base de alcohol en 6 69.8 el resto de las sefiales del esqueleto
pentaciclico se ubicaron en ¢ 55.0 a  14.0 (Tabla 6.6.2).
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Figura 6.6.3. Espectro de RMN de *C a 100 MHz en CDCls del palmitato de eritrodiol
(48).
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Tabla 6.6.2. Comparacion de los desplazamientos de RMN de '*C del palmitato de
eritrodiol (48) con la literatura (Faizi et al., 2004).

Carbono | Experimental (0 en ppm Reportado (0 en ppm)
1 38.3 38.26
2 23.6 23.52
3 80.5 80.51
4 37.6 37.73
5 55.2 55.24
6 18.4 18.23
7 325 32.47
8 39.8 39.79
9 47.5 47.58
10 36.9 36.93
11 23.6 23.58
12 122.3 122.23
13 144.2 144.31
14 41.7 41.71
15 25.3 25.54
16 22.7 22.62
17 36.8 36.81
18 42.3 42.35
19 46.2 46.44
20 31.0 31.05
21 34.7 34.74
22 31.9 31.91
23 28.0 28.10
24 15.5 15.73
25 15.5 15.55
26 16.7 16.72
27 25.9 25.99
28 69.7 69.60
29 33.2 33.18
30 23.5 23.27
r 173.8 173.5
2’ 34.9 34.83
3 25.2 25.15

4-13 29.7-29.2 29.67-29.02
14 31.9 31.89
15° 22.9 22.77
16’ 14.1 14.10
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El espectro de masa mostré un ion de 662 m/z correspondiente al ion molecular
[C46Hs003—H>0]" Figura 6.6.4. Estos datos fueron comparados con lo reportado (Awasthi et
al., 1967, Barreiros et al., 2002, Faizi et al., 2004) coincidiendo para el compuesto

denominado palmitato de eritrodiol (48) (Tabla 6.6.2).
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Figura 6.6.4. Espectro de masa del palmitato de eritrodiol (48).

Como parte de la caracterizacion quimica del éster triterpénico se realizo la reaccion
de hidrdlisis basica en la cual se colocaron 50 mg del triterpeno 48, 53 mg de NaOH, 5 mL
la mezcla THF:MeOH (1:1) y 2 mL de agua durante tres horas a reflujo (Esquema 6.6.1).
Posteriormente se evaporo el THF, se acidificé a pH 6 y finalmente se extrajo con CH2Cly,

se seco con sulfato de sodio anhidro y se concentrd en rotavapor.

La separacion de la mezcla se realizd en columna cromatografica de 0.8 de
didmetro, empleando como fase estacionaria gel de silice y un sistema de elucion

hexanos:AcOEt (9:1).
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NaOH, THF:MeOH, H,0

Reflujo/ 3 hr

Esquema de 6.6.1. Hidrdlisis del palmitato del oleanol (48).

Las fracciones 16-25 contenian un polvo blanco el cual en su espectro de RMN de
'H se observé el desplazamiento de la sefial ubicada en § 4.47 correspondiente al protén
base de éster (H-3) a ¢ 3.20 correspondiente al proton base de alcohol H-3, el resto de las

seflales permanecen con desplazamientos semejantes a los del triterpeno 48.

CHZOH 24,25,26
23
2930

27

28a 28b, 3

B | ML

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8
ppm

Figura 6.6.5. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCl; del eritrodiol (49).
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En el espectro de RMN de "*C de la misma forma se aprecié el desplazamiento de la
senal del C-3 base de éster de 0 80.5 a 0 79.0 que pertenece al C-3 base de alcohol, el resto
de las sefiales permanecen con desplazamientos semejantes (tabla 6.6.3). Estos datos fueron

comparados con lo reportado encontrando coincidencia con el triterpeno eritrodiol (49).

23

27 11

G 1017 2129 7 2 15 16
M
41 40 39 38 37 3?3pm35 34 33 32 31 28 27 2 25 24 23 2
ppm 24,25
9 626
3 2 5 19 18
12
13 14
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 9 85 80 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10

ppm

Figura 6.6.6. Espectro de RMN de *C a 100 MHz en CDCls del eritrodiol (49).
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Tabla 6.6.3. Comparacion de los desplazamientos de RMN de '*C del eritrodiol (49) con la
literatura (Mabhato et al., 1994).

Carbono | Experimental (0 en ppm Reportado (0 en ppm)
1 38.6 38.6
2 27.2 27.2
3 79.0 79.0
4 38.8 38.8
5 55.1 55.2
6 18.3 18.4
7 325 32.6
8 39.8 39.8
9 47.5 47.6
10 36.9 36.9
11 23.6 23.6
12 122.3 122.3
13 144.2 144.2
14 41.7 41.7
15 25.5 25.6
16 22.0 22.0
17 36.9 36.9
18 42.3 42.3
19 46.4 46.5
20 31.0 31.0
21 34.1 34.1
22 31.1 31.0
23 28.1 28.1
24 15.6 15.5
25 15.5 15.5
26 16.7 16.7
27 25.9 25.9
28 69.7 69.7
29 33.2 33.2
30 23.5 23.6
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Las fracciones 41-60 hexanos-AcOEt (9:1) contenian una sustancia cristalina la cual
fue purificada mediante lavados con acetona seguido de cristalizacion a evaporacion lenta,

estos procedimientos condujeron a la obtencion de cristales transparentes.

En su espectro RMN de 'H (Figura 6.6.7) se observé una sefial triple & 5.25 con J=
3.2 Hz perteneciente al proton vinilico H-12; en ¢ 4.47 se identifico la senal multiple
asignada al proton base de éster H-3; en 0 2.79 se aprecio una sefial doble de dobles con J=
13.6 y 3.6 Hz asignada al proton alilico H-18; adicionalmente se identifico una sefial triple
en 0 2.26 (2H, t, J= 7.2 Hz) correspondiente al H-2’; en ¢ 1.23 se ubico una sefial ancha
caracteristica de un 4cido graso saturado; finalmente, se apreciaron 7 sefiales simples ¢
1.10, 0 0.91, 0 0.90, 6 0.85, 6 0.83, 0 0.82 y 6 0.72 establecidas para los metilos H-27, H-24,
H-30, H-29, H-23, H-25 y H-26 respectivamente.

2355

27 24 16' 26
2

16'

30

12

[ N _

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0 08 06 04

Figura 6.4.7. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCl; palmitato del 4cido oleandlico
(50).
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En el espectro de RMN de '3C (Figura 6.6.8) se observaron sefiales para un

esqueleto triterpénico dentro de las cuales se apreciaron dos sefiales para carbonos

carbonilicos de en ¢ 183.9 correspondiente al carbonilo de 4cido C-28 asi como sefial tipica

de carbonilo de éster en 0 173.7 para el C-1"; en 6 143.7 y 0 122.7 se encuentran las sefales

pertenecientes a los carbonos vinilicos C-13 y C-12, respectivamente; el C-3 base de éster

se aprecia 0 80.6 y el resto de las sefiales de la estructura triterpénica se ubicaron en 0 60.0

a 0 14.0 (Tabla 6.6.3).
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14' 30 16
413 ;3 273 1625 24 16'
20
1., 6
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14 o 8
4
.
42 41 40 39 38 37 36 35 34
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17
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" 13 2 19
28
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Figura 6.6.8. Espectro d de RMN de 'H a 100 MHz en CDCI; del palmitato del 4cido

oleanolico (50).
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Tabla 6.6.3. Comparacion de los desplazamientos de RMN de *C del palmitato del acido
oleandlico (50) con la literatura (Faizi et al., 2004, Mahato et al., 1994).

Carbono Experimental (6 en ppm) Reportado (0 en ppm)
1 37.7 38.5
2 27.7 27.4
3 80.6 78.7
4 38.1 38.7
5 553 55.2
6 18.2 18.3
7 32.5 32.6
8 393 393
9 47.5 47.6
10 37.0 37.0
11 23.4 23.1
12 122.6 122.1
13 143.6 143.4
14 41.6 41.6
15 25.7 27.7
16 22.7 23.4
17 46.5 46.6
18 40.9 41.3
19 45.8 45.8
20 30.6 30.6
21 33.8 33.8
22 32.4 323
23 28.0 28.1
24 15.4 15.6
25 16.7 15.3
26 17.1 16.8
27 259 26.0
28 183.7 181.0
29 33.0 33.1
30 233 23.6
1° 173.7 173.65
2’ 34.8 34.83
3 25.2 25.15

4-13° 29.7-29.2 29.67-29.02
14° 31.9 31.89
15° 22.9 22.77
16’ 14.1 14.10
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El espectro de masa mostré un ion de 692 m/z correspondiente al ion molecular
[C46H7304-2]" Figura 6.6.9. Estos datos fueron comparados con la literatura (Faizi et al.,
2004, Mallavadhani et al., 2003, Seebacher et al., 2003) y se encontrd que son semejantes
al triterpeno palmitato del acido oleandlico (50); sin embargo, se apreciaron distintos

desplazamientos quimicos para el C-25 y C-1 (Tabla 6.6.3).

[M-2]" 692
CysH7504 694

1007 248.11

J 203.14

190.15

Relative Abundance
[4))
T

438.18
) 25620 30013 39616 1" 47335 561,30 605.15 648.47 692.49 733.77 774.77 809.54 858.58
T s

g Lt L
T S P T
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 600 650 700 750 800 850

m/z

Figura 6.6.9. Espectro de masa del palmitato del 4cido oleandlico (50).

La caracterizacion quimica del éster triterpénico se realizo llevando a cabo la
reaccion de hidrélisis basica en la cual se colocaron 30 mg del triterpeno 50, 39 mg de
NaOH, 5 mL la mezcla THF:MeOH (1:1) y 2 mL de agua durante tres horas a reflujo
(Esquema 6.6.2). Posteriormente se evapor6d el THF, se acidifico a pH 6 y finalmente se

extrajo con CH>Cl, se seco con sulfato de sodio anhidro y se concentro6 en rotavapor.
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NaOH, THF:MeOH, H,0

Reflujo/ 3 hr

Esquema de 6.6.2. Hidrdlisis del palmitato del 4cido oleanolico (50).

Las fracciones 35-50 contenian un polvo blanco el cual en su espectro de RMN de
'"H (Figura 6.6.10) se observd el desplazamiento de la sefial ubicada en J 4.47
correspondiente al proton base de éster (H-3) a 6 3.22 correspondiente al proton base de
alcohol H-3, el resto de las sefiales permanecen con desplazamientos semejantes a los del

triterpeno 50.

30,25,29
26

27 23 24

b - W
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Figura 6.6.10. Espectro de RMN de 'H a 400 MHz en CDCls del 4cido oleandlico (51).
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En el espectro de RMN de *C (Figura 6.6.11) se apreci6 el desplazamiento del C-3
base de éster de 0 80.6 a 0 79.0 que a hora es perteneciente al C-3 base de alcohol, el resto
de las sefiales permanecen con desplazamientos semejantes (Tabla 6.6.5). Estos datos

fueron comparados con lo reportado encontrando coincidencia con el triterpeno &cido
oleandlico (51).

30
11

24
»‘Mwm m
b

25 24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14
T T T T T T T T T T

5 1719 418 84 10
WW'"JM o kb ‘ JJ'
60 55 50 oo 45 5
12 d
bt w‘mmmwuMgiimmmmMN|MmmmmﬂMwmNMuMMuMlIﬂillMMlm‘ WIIMI\I it A e mM'm Jm

ppm

Figura 6.6.11. Espectro de RMN de *C a 100 MHz en CDCl; del 4cido oleandlico (51).
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Tabla 6.6.5. Comparacion de los desplazamientos de RMN de "*C del acido oleanélico

(51) con la literatura (Mahato et al., 1994).

Carbono

Experimental (0 en ppm) Reportado (6 en ppm)

—_—
TS 00U AW~

W NN NN DNDNDDNDNDRE = /= /= === =
S O 00 9N N B WD~ OO0 W

38.4
27.2
79.0
38.7
55.2
18.3
32.6
39.3
47.6
37.1
22.9
122.6
143.6
41.6
27.7
23.4
46.6
41.0
45.9
30.6
33.8
31.1
28.1
15.5
15.3
17.0
25.9

33.1
23.6

38.5
27.4
78.7
38.7
55.2
18.3
32.6
39.3
47.6
37.0
23.1
122.1
143.4
41.6
27.7
23.4
46.6
41.3
45.8
30.7
33.8
31.0
28.1
15.6
15.3
16.8
26.0
181
33.1
23.6
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7. CONCLUSIONES

En este trabajo, se identificaron los metabolitos secundarios mayoritarios del

extracto hexédnico de raiz y partes aéreas.

Del estudio quimico del extracto hexanico de raiz se logré la separacion,
purificacion e identificacion del 4cido ent-kaur-16-en-19-oico (3), acido ent-beyer-15-en-
19-oico (17), acido ent-kaur-15a-angeloiloxi-16-en-19-oico (4) y 164-hidroxikaurano (40).
Adicionalmente, se obtuvieron los triterpenos acetato de taraxerol (38) y acetato de p-
friedelinol (39).

La reaccion de acetilacion de 40 produjo los derivados 41 y 42 como productos de
deshidratacion, asi como el derivado acetilado 43.
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La investigacion quimica del extracto hexanico de hojas condujo al aislamiento del
acido ent-beyer-15-en-19-oico (17), la mezcla de los triterpenos a-amirina (44) y f-amirina
(45), lupeol (46), asi como la mezcla de fitoesteroles estigmasterol (47) y f-sitosterol (26).

(Y

N\
™

K

HO HO
47 26

Del analisis quimico efectuado al extracto hexanico de tallo se identifico al acido
ent-kaur-16-en-19-oico (3); asi como al acido ent-beyer-15-en-19-oico (17), acido ent-kaur-
150-angeloiloxi-16-en-19-oico (4), y la mezcla de fitoesteroles 47 y 26.

Con el estudio del extracto hexanico de flores se identificaron los triterpenos palmitato
de eritrodiol (48) y palmitato del acido oleandlico (50).
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= La hidrolisis basica de los ésteres 48 y 50 origind los derivados eritrodiol (49) y el
acido oleandlico (51).

Es importante mencionar que los compuestos 38-40, 44-48 y 50 no han sido
reportados dentro de los estudios realizados a las especies de este género.

Los compuestos fueron caracterizados por RMN de 1D y 2D, IR y EM. Estos datos

fueron comparados con los descritos.
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8. PARTE EXPERIMENTAL

8.1. Material vegetal

-La especie vegetal de Perymenium buphthalmoides, se colectd en julio del 2011, junio del
2013 y 2014 en el km 3.5 de la carretera Tiripetio-Acuitzio a 19° 30.916" latitud y 101°
20.634" longitud y una altitud de 2095 metros sobre el nivel del mar. La planta fue
identificada por el Dr. J. Rzedowski, conservando un ejemplar en el Herbario del Instituto
de Ecologia de Patzcuaro A.C.

-Las especies destinadas para el andlisis quimico se secaron a la sombra a temperatura

ambiente y posteriormente se separaron en sus distintas partes.

8.2. Obtencion de extractos

-La raiz seca y molida (1 Kg) se extrajo mediante reflujo con 750 mL de hexanos durante 6
h, este proceso se realizo tres veces, posteriormente se llevd a evaporacion del disolvente en
rotavapor obteniéndose el respectivo de extracto.

La obtencion de los extractos de las partes aéreas se realizd de acuerdo a las tablas 6.4.1,
6.5.1y6.6.1.

8.3 RMN, EM, IR, Rotacion dptica y p.f.

-Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear de 'H y de '*C se midieron en un equipo
Varian Mercury Plus 400, a 400 MHz y 100 MHz, respectivamente, usando deutero
cloroformo (CDCl3) como disolvente y como referencia interna tetrametilsilano (TMS).

-Los espectros de masa fueron obtenidos en un equipo Hewlett-Packard 5890 series II plus
a70eV.

-Los espectros de IR fueron obtenidos en un espectrofotometro FT-IR 200 Perkin Elmer.

-La rotacion Optica se determind en un polarimetro Perkin-Elmer 341 utilizando como
disolvente CHCls.

-Los puntos de fusiébn se determinaron en un aparato Fisher-Scientific y no estan
corregidos.
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8.4. Analisis quimico

-La separacion de los compuestos se realizé en columna cromatograficas de vidrio (heolumna
= 15 cm, Scolumna = 0.5-3cm) empleando gel de silice (SiO2) malla 230-400 como fase
estacionaria, y mezclas de hexano-AcOEt en orden ascendente de polaridad como eluente.
La cromatografia fue monitoreada por medio de cromatografia en capa fina.

-La separacion por cromatografia preparativa se realiz6 en cromatofolios de 10x20 cm 0.5
um de espesor.

8.5. Cromatografia en columna impregnada con solucion de AgNO;

-En esta cromatografia se empled como soporte gel de silice impregnada con AgNO3 (15%
p/p) y como fase movil CH2Cl-AcOEt (3:1).

8.6. Cromatografia en capa fina impregnada con solucion de AgNO;

-Esta cromatografia se realiz6 en cromatofolios con soporte de cristal de silica gel 60,
impregnados con solucion de nitrato de plata al 20% (850 mg AgNOs en 6 mL de
acetonitrilo).

Acido ent-beyer-15-en-19-oico (17)

Las fracciones 4-9 de la cromatografia del extracto
hexéanico de raiz se obtuvo una sustancia solida la cual se
recristalizd empleando CH2CL; y hexanos a evaporacion
lenta, como resultado se obtuvieron 8 g de cristales
incoloros pertenecientes a la mezcla de isomeros. Un lote

de 1.5 g de cristales se someti6 a columna cromatografica

utilizando como soporte gel de silice impregnada con
AgNO; (15% p/p) y como fase movil CH2Clh-AcOEt (3:1).
De este proceso se obtuvieron 850 mg de 4cido

beyerenoico (17) y 241 mg del 4cido kauranoico (3).

Cristales transparentes, p.f. 160-161 °C; [a]ZDS= +4.5 (¢ 0.31, CHCL), IR (CHCL) viax:

3513, 2946, 2925, 2850, 1730, 1693, 1468, 1454, 1367, 1273, 1255, 1117, 976 cm™'; EMIE,
302 m/z (C20H3002); RMN de 'H (400 MHz, CDCls) ver tabla 6.3.1; RMN de *C (100
MHz, CDCl) ver tabla 6.3.2.
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Acido ent-kaur-15-en-19-oico (3)

Cristales transparentes, p.f. 146-148 °C; [(x]ZDS= -83 (c
0.58, CHCl3), IR (CHCl3) vmax: 3508, 2934, 2853, 1729,
1693, 1658, 1472, 1461, 1450, 1412, 1369, 1326, 1266,
1180, 1125, 1022, 956, 880 cm °'; EMIE, 302 m/z
(C20H3002); RMN de 'H (400 MHz, CDCl3) ver tabla
6.3.3; RMN de '*C (100 MHz, CDCl;) ver tabla 6.3.4.

Las fracciones 4-9 del extracto hexdnico de raiz tras
varios procesos cromatograficos se obtuvo un so6lido de
n color blanco el cual fue purificado en empleando
cromatografia en capa fina impregnada con AgNO;
8 20% y como eluente mezcla de hexanos-CH>Cl (4:1)

eluir dos veces. De este procedimiento se identifico al
acetato de taraxerol (38) y acetato de f-friedelinol (39).
o S6lido de color blanco; EMIE, 468 m/z (C3:Hs0):;
RMN de 'H (400 MHz, CDCL), 6 5.52 (1H, dd, J= 8.4,
3.2 Hz, H-15); 6 4.48 (1H, m, H-3); 6 2.04 (3H, s, CH3-2"), 6 1.09 (CH3-26), ¢ 0.95 (CHs-
29- CH3-23), 6 0.91 (CH3-25), 6 0.90 (CH3-30), 0.88 (CH3-27), 0.86 (CH3-28), 0.82 (CH3-

24); RMN de *C (100 MHz, CDCl;) ver tabla 6.3.4.

Acetato de f-friedelinol (39)

Sélido de color blanco; EMIE, 470 m/z (C32Hs403);
RMN de 'H (400 MHz, CDCls), 6 4.89 (1H, q, J= 4 Hz,
H-3); § 2.04 (CH3-2"); 8 1.17 (CH3-28), 6 1.00 (CHs-
30), 0 0.99 (CH3-26-CH3-27), 6 0.94 (CH3-29), § 0.93
(CHs-24), 0.86 (CHs-25), 5 0.81 (3H, d, J= 7.2 Hz,
CH3-23); RMN de 3C (100 MHz, CDCl;) ver tabla
6.3.4.
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Acido ent-kaur-15a-angeloiloxi-16-en-19-oico (4)

Las fracciones 10-11 de la cromatografia del extracto
hexanico de la raiz se recromatografiaron empleando
mezcla de hexanos-acetona en orden ascendente de
polaridad. En la polaridad 9:1 se obtuvo una mezcla de
compuestos, la cual fue separada mediante lavados con

hexanos obteniéndose un solido de color blanco el cual

fue recristalizado utilizando hexanos-AcOEt, obteniéndose 300 mg de un compuesto

cristalino.

Cristales transparentes, p.f. 180-182 °C; RMN de 'H (400 MHz, CDCls) ver tabla 6.3.7;
RMN de *C (100 MHz, CDCl;) ver tabla 6.3.8.

16f-hidroxikaurano (40)

De la recromatografia de las fracciones 10-11 a polaridad
hexanos-acetona (17:3) se obtuvo una mezcla de
compuestos la cual fue purificada mediante lavados con

hexanos obteniéndose 35 mg de cristales blancos.

Sé6lido de color blanco, p.f. °C; [(x]ZDS= -34 CHCh);
EMIE, 291 m/z (C20H340); RMN de 'H (400 MHz, CDCl;)

ver tabla 6.3.9; RMN de *C (100 MHz, CDCl3) ver tabla 6.3.10.

ent-kaureno (41)

En un matraz balon de 25 mL se colocaron 50 mg del 164-
kauranol (40), 2 mL piridina, 2 mL de (CH3CO),. La mezcla
se colocd en agitacion a 800 rpm y reflujo durante 5 h,
posteriormente, la mezcla de reaccion se extrajo con AcOEt,
se seco sobre NaxSO4 anhidro y se concentrd en rotavapor.
Estos productos de reaccidon fueron separados mediante
cromatografia en columna de 0.5 de didmetro utilizando gel

de silice como fase estacionaria y como eluente una mezcla

de polaridad 19:1 hexanos-AcOEt. En la fraccion 1-4 se obtuvo una sustancia cristalina que

corresponde a la mezcla de alquenos 41 y 42. La separacion se realizd en cromatografia
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preparativa impregnada con solucion de AgNO3 20% y como fase mdvil una mezcla de
hexanos-AcOEt (2:3).

Solido de color blanco; RMN de 'H (400 MHz, CDCl;);  4.83 (1H, s, H-17a); 6 4.77 (1H,
s, H-17b), 6 1.06 (3H, s, H-20), 6 0.89 (3H, s, H-18), § 0.85 (3H, s, H-19); RMN de *C
(100 MHz, CDCl3) ver tabla 6.3.11.

ent-isokaureno (42)

Solido de color blanco, RMN de 'H (400 MHz, CDCl;), &
5.06 (1H, s, H-15), § 170 (3H, s, H-17), 6 1.03 (3H, s, H-20),
50.85 (3H, s, H-18) & 0.80 (3H, s, H-19): RMN de 3C (100
MHz, CDCl) ver tabla 6.3.12.

16f-acetoxikaurano (43)

- En la fraccion 22-24 so obtuvo el compuesto 43.
13 oéOCH3 . '
,,,,,17 Solido de color blanco; RMN de 'H (400 MHz, CDCh), ¢
’ 1.95 (3H, s, H-1°), 6 1.58 (3H, s, H-17), 6 1.00 (3H, s, H-20),
6 0.85 (3H, s, H-18) 6 0.80 (3H, s, H-19); RMN de *C (100
18 1 MHz, CDCL) ver tabla 6.3.13.

a-amirina (44) f-amirina (45)

La separacion cromatografica de
la fraccion 7 (1:1) hexanos-
AcOEt) del extracto hexanico de
hojas se realiz6 utilizando gel de
silice y un sistema de elucion
hexanos-AcOEt 17:3, las
fracciones 15-19 se

recromatografiaron con mezclas

de hexanos-AcOEt en orden
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creciente de polaridad como eluente, en la fraccion 7 hexanos-AcOEt (19:1) se obtuvo un

polvo blanco el cual se purifico por cromatografia preparativa impregnada con solucion de

AgNO; al 20%. Este proceso permitio la separacion de a-amirina (44) f-amirina (45) y el

lupeol (46).

Soélido de color blanco; EMIE, 426 m/z (C30Hs00) para cada una de las moléculas; RMN de
'H (400 MHz, CDCl), 6 5.19 (1H, t, J= 4.0 Hz, H-12"), 5.14 (1H, t, J= 4.0 Hz, H-12), 3.24
(2H, m, H-3 y H-3"); RMN de "*C (100 MHz, CDCl;) ver tabla 6.4.2.

Lupeol (46)

23).

Sélido de color blanco; RMN de 'H (400 MHz,
CDCls), 6 4.68 (1H, d, J= 2.2 Hz, H-29), 4.56 (1H,
dd, J=2.2, 1.1 Hz, H-29"), 3.20 (1H, m, H-3), 2.37
(1H, m, H-19), 1.67 (3H, s, H-30), 1.02 (3H, s, H-
28), 0.96 (3H, s, H-27), 0.93 (3H, s, H-26), 0.82
(3H, s, H-25), 0.78 (3H, s, H-24), 0.75 (3H, s, H-

Las fracciones 22-27
obtenidas de la
cromatografia  de la
fraccion 7 del extracto
total se obtuvo un soélido
cristalino el cual fue

lavado con hexanos.

De este procese se

obtuvieron los
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fitoesteroles estigmasterol (47) y fS-sitosterol (26).

Sélido de color blanco; EMIE,412 m/z (C290Hag0O) para el estigmasterol (47) y un ion de 414
m/z (C29Hs00) para el f-sitosterol (26); RMN de 'H (400 MHz, CDCl), 6 5.34 (2H, d, J=
5.2 Hz, H-6, H-6"), 5.15 (1H, dd, J= 15.2, 8.4 Hz, H-22), 5.02 (1H, dd, J= 15.2, 8.4 Hz, H-
23), 3.53 (2H, m, H-3 y H-3"); RMN de "*C (100 MHz, CDCl;) ver tabla 6.4.3.

Palmitato de eritrodiol (48)

La fraccion 5 del extracto hexanico de flor
se separ6 en columna cromatografica de 2
cm de didmetro utilizando gel de silice
como fase estacionaria y como fase movil
mezclas de hexanos-AcOEt en orden
creciente de polaridad. En las fracciones

26-35 (hexanos-AcOEt 19:1) se observo

16'

un compuesto cristalino el cual fue

purificado mediante lavados con hexanos
seguido de cristalizacion a evaporacion lenta, estos procedimientos condujeron a la

obtencion del palmitato de eritrodiol (48).

Sélido de color blanco; EMIE, 662 m/z (C4sHsoO3); RMN de 'H (400 MHz, CDCl;), J 5.1
(1H, t, J= 3.6 Hz, H-12); 6 4.47 (1H, m, H-3); 6 3.40 (2H, d, J= 11.2 Hz H-28a-H-28b); ¢
1.14 (CH3-27), 6 0.93 (CH3-23), 6 0.92 (CH3-26), 6 0.86 (CH3-24) & 0.85 (CH3-27), & 0.82
(CH3-30, CH3-29, CH3-25); RMN de 3C (100 MHz, CDCls) ver tabla 6.6.2.

Eritrodiol (49)

Se colocaron 50 mg de 48, 53 mg de NaOH, 5
mL de la mezcla THF:MeOH (1:1) y 2 mL de
agua en un matraz balén de 50 mL a reflujo
durante 3 h. Posteriormente se evapord el THF,
seguido se vertié en un embudo de separacion se
acidifico con solucion de HCl al 10 % hasta pH
6, se extrajo con CH>Cl, se secd con sulfato de

sodio anhidro y se concentrd en rotavapor. La
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separacion se realizd en columna cromatografica de 0.8 de didmetro, empleando como fase

estacionaria gel de silice y un sistema de elucion hexanos:AcOEt (9:1) las fracciones 16-25

contenian al eritrodiol (49).

Sélido de color blanco; RMN de *C (100 MHz, CDCl;) ver tabla 3.6.3.

Palmitato del acido oleandlico (50)

16'

Las fracciones 41-60 de la fraccion 5 del
extracto hexanico de flor (hexanos-AcOEt
9:1) contenian una sustancia cristalina la
cual fue purificada mediante lavados con
acetona seguido de cristalizacion a
evaporacion lenta, estos procedimientos
condujeron a la separacion del palmitato

del 4acido oleanolico (50).

Solido de color blanco; EMIE, 692 m/z

(C46H7804); RMN de 'H (400 MHz, CDCL), 6 5.25 (1H, t, J= 3.2 Hz, H-12); 6 4.47 (1H,
m, H-3); 6 2.79 (1H, dd, J= 13.6, 3.6 Hz, H-18); § 2.26 (2H, t, J= 7.2 Hz), § 1.10 (CH3-27),
6 0.91(CH3-24), 6 0.90 (CH3-30), 6 0.85 (CH3-29), 6 0.83 (CH3-23), 6 0.82 (CH3-25) 6 0.72
(CH3-26); RMN de 3C (100 MHz, CDCL) ver tabla 6.6.4.

Acido oleandélico (51)

Se colocaron 30 mg de 50, 39 mg de NaOH, 5 mL
de la mezcla THF:MeOH (1:1) y 2 mL de agua en
un matraz balon de 30 mL a reflujo durante 3 h.
Posteriormente se evapord el THF, enseguida se
vertid en un embudo de separacion se acidifico
con solucién de HCl al 10 % hasta pH 6, se extrajo
con AcOEt, se secod con sulfato de sodio anhidro y
se concentrd en rotavapor. La separacion se
realizd6 en columna cromatografica de 0.8 de

didmetro, empleando como fase estacionaria gel

de silice y un sistema de eluciéon hexanos:AcOEt (9:1) las fracciones 35-50 contenian al

acido oleandlico (51).
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Solido de color blanco; RMN de 'H (400 MHz, CDCls), 6 5.25 (1H, t, J= 3.2 Hz, H-12); 6
3.22 (1H, m, H-3); 6 2.79 (1H, dd, J= 13.6, 3.6 Hz, H-18); 6 2.26 (2H, t, J= 7.2 Hz), 6 1.10
(CH3-27), 0 0.91(CH3-24), 6 0.90 (CH3-30), 0 0.85 (CH3-29), 6 0.83 (CH3-23), 6 0.82 (CHs-
25) 6 0.72 (CH3-26); RMN de *C (100 MHz, CDCls) ver tabla 6.6.5.
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