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RESUMEN

El estudio fitogu'mico de los extractos en MeOH/H,O (7:3) de los frutos de
Phytolacca rugosa, P. icosandray Cestrum ruizteran ianum, as’ como de la corteza
de Ganophyllum giganteum, conllev— al aislamiento y caracterizaci—n estructural de
veintitres compuestos naturales (1-23).

De P. rugosg se obtuvieron cuatro saponinas triterpZnicas ( 1-4) derivadas de
la serie del fcido serjtnico, las cuales han sido previamente reportadas para el
gZnero pero se reportan por primera vez para la especie.

De la especie P. icosandra se obtuvieron ocho compuestos, entre los cuales se
encontraban dos itcidos triterpZnicos [fcido espegulagZnico (5) y el Zcido
epiacetilaleurit—lico (6)], dos lignanos conocidos (7) y el (8) (8, reportado por
primera vez para la familia Phytolaccacea€e), una mezcla de glic—sidos esteroidales
(9) y (9a), dos saponinas triterpZnicas (10 y 11) derivadas del fcido serjfnicoy un
compuesto aromitico (12) perteneciente al grupo de los peltoginoides.

El antlisis de C. ruizteranianum present— el aislamiento de una mezcla de
triterpenos [fcidos urs—lico y olean—lico (13)] y siete saponinas esteroidales ya
conocidas (14-20) del tip o espirostano (14 y 15) y furostano (16-20). Todas la
saponinas se reportan por primera vez para el gZnero Cestrum.

Por celtimo, de la corteza de la especie G. giganteum se lograron asilar tres
saponinas triterpZnicas (21-23) derivadas del tcido zanhico.

El fcido 3-0O-(2-C-acetil-! -p-glucopiranosil) -28-O-! -D-glucopiranosil -serjfnico
(10), el 9,10-metilenodioxi -5-metoxi-peltoginano (12), el fcido 28-0-{4 -O-acetil-! -
D-fucopiranosil -[(1" 2)-$-L-ramnopiranosil] -(1" 3)-! -D-xilopiranosil} -3-O-! -D-gluco-
ronopiranosil-zanhico (21), el fcido 28-0-{4 - O-acetil-! -D-fucopiranosil -[(1" 2)-! -D-
glucoronopiranosil] -(1" 3)-! -p-xilopiranosil} -3-O-a-L-ramnopiranosil -zanhico (22)
y el fcido 28-0-{4 - O-acetil-! -D-fucopiranosil -[(1" 2)-! -D-glucoronopiranosil] -(1" 3)-
I -D-xilopiranosil -(1" 2)-! -D-glucopiranosil} -3-O-$-L-ramnopiranosil -zanhico (23) se
reportan por primera vez en este trabajocomo nuevos productos naturales.
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ABSTRACT

Phytochemical analysis of the MeOH/H ,O (7:3) of the fruits of Phytolacca
rugosa, P. icosandra and Cestrum ruizteranianum , as well as the barks of
Ganophyllum giganteum, leaded to the isolation and structural characterization of
twenty three (1-23) compounds.

From P. rugosg four (1-4) known triterpenoidal saponins belonging to the
serjanic acid series were obtained, all saponins are reported for the first time for
P. rugosa

P. icosandra was studied and eight compounds were isolated, two triterpenic
acids [spergulagenic acid (5) and epiacetylaleurytolic acid (6)], two lignanes (7)
and (8) [8, reported for the first time in Phytolaccaceae], a mixture of steroidal
glycosides (9) and (9a), two triterpenoidal saponins (10 - 11) and a peltoginoid -
type compound (12).

Analysis of C. ruizteranianum leaded to the isolation of a triterpene mixture
[oleanolic and ur solic acids (13)] and seven known (14-20) spyrostane (14, 15)
and furostane-type (16-20) saponins. All saponins are reported for the firs time in
Cestrum genus.

Finally , from the bark of G. giganteum, three saponins (21-23) belonging to
the zanhic acid series were obtained.

Compounds determined as: 3-O-(! -D-2-acetoxy-glucopyranosyl) 28-O-!-D-
glucopyranosyl -serjtnic acid (10) ; 9,10-metylendioxy, 5 -metoxy-peltoginane (12);
28-O-{! -D-4-O-acetylfucopyranosyl [(1 " 2)-$-L-rhamno-pyranosyl] (1" 3)-!-D-xylo-
pyranosyl} -3-O-! -D-glucoronopyranosyl -zanhic acid (21); 28-O-{!-pD-4-O-acetyl-
fucopyranosyl [(1 " 2)-!-D-glucoronopyranosyl] (1" 3)-!-D-xylopyranosyl} -3-O-$-L-
rhamnopyranosyl -zanhic acid (22) and 28-O-{!-D-4-O-acetylglucopyranosyl
[(A" 2)-!-D-glucoronopyranosyl] (1" 3)-! -D-xylopy -ranosyl (1" 2)-! -D-glucopyrano -
syl} -3-O-$-L-rhamnopyranosyl -zanhic acid (23), are described in this study as new
natural products.
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RfsSumf

LOZtudephytochimique des extraits MeOH/H,O (7:3) des fruits de P. rugosa,
P. icosandra et C. ruizter anianum, ainsi que de |0Zcorcale G. giganteum a conduit
IQisolement et ~ lacaractZrisation structurale de vingt-trois composZs(1-23).

Quatre saponines triterpZniques (1-4) dZrivZes de IOacideserjanique ont ZtZ
isolZes " partir de P. rugosa, ces composZs ontprZcZdemment ZtZ rapportZs pour ce
genre, mais ils sont dZcrits pour cette espsce pour la premiere fois.

LOZtudede P. icosandra a permis d@btenir huit composZs parmi lesquels
figurent deux acides triterpZniques [IOacide spZgulagZnique (6) et IQcide
ZpiacZtylaleuritolique (5)], deux lignanes (7) et (8) (8, rapportZ pour la premiere
fois pour le genre et la famille), un mZlange de glycosides stZrosdiens (9 et 9a),
deux saponines triterpZniques (10 et 11) dZrivZes de |Oacide serjanique et un
composZ aromatique (12) appartenant au groupe des peltogynosdes.

LOanalysedes fruits de C. ruizteranianum a conduit ~ [Oisolement dOun
mZlange de triterpenes [incluant les acides ursolique et olZanolique (13)] et sept
saponines stZrosdiennes (14-20) de types spirostane (14-15) et furostane (16-20).
Tous les composZsont ZtZ dZcrits antZrieurement, mais cOest la premiere fois quOil
sont signalZs pour IQespeceet pour le genre Cestrum.

Enfin, 10Zcorce deG. giganteum a fourni trois saponines triterpZniques
(21-23) dZrivZesde IOacidezanhique.

L&cide 3-O-(2-0-acZtyl-! -p-glucopyranosyl) -28-O-! -D-glucopyranosyl -serjanique
(10), le 9,10-mZthylsnedioxy -5-mZthoxy-peltogynane (12), |Oacide 280-{4-O-
acZtyl-! -D-fucopyranosyl -[(1" 2)-$-L-rhamnopyranosyl] -(1" 3)-! -D-xylopyranosyl} -
3-O-! -p-gluco-ronopyranosyl -zanhique (21), IQacide 280-{4-O-acZtyl-! -p-fuco-
pyranosyl-[(1" 2)-! -D-glucoronopyranosyl] -(1" 3)-! -D-xylopyranosyl} -3-O-$-L-rhamno-
pyranosyl-zanhique (22) et IOacide 280-{4 -O-acZtyl-! -D-fuco-pyranosyl -[(1" 2)-! -D-
glucoronopyranosyl] -(1" 3)-! -D-xylopyranosyl -(1" 2)-! -pD-glucopyranosyl} -3-O-$-L-
rhamnopyranosyl -zanhique (23) sont dZcrits pour la premiere fois comme
nouveaux produits naturels.
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INTRODUCCIIN .

Los compuestos naturales conocidos como saponinas, son glic—sidos de alto
peso molecular, constitu idos por un Oglic—sid® o ®onosactridoO, el cual estt
unido a un esqueleto triterpZnico o esteroidal conocido como O aglicona®o QyeninaQ
Generalmente estfn presentes en su mayor’a (pero no exclusivamente) en el reino
vegetal, donde se distribuyen ampliamente ya que se han encontrado hasta el
momento en alrededor de 100 familias de plantas superi ores, sin embargo, el
ncemero de compuestos que se han logrado aislar de organismos marinos se ha
incrementado notablemente. Se han encontrado principalmente en el filo marino
Echinodermata, particularmente en especies de la clase de Holothuroidea (p epinos
de mar) y Asteroidea (estrellas de mar) (Mackie et al., 1977).

La definici—n etimol—gicade estos compuestos se basa en sugpropiedades
tenso-activas; como es bien sabido, una gran cantidad de saponinas poseen
actividad como detergentes. Muchas plantas productoras de saponinas h an sido
utilizadas p or cientos de a—os como jabones y este hecho se ve reflejado en los
nombres comunes que muchas de estas especies poseen, Ejsoaproot (ra’z jabonosa)
Chlorogalum pomeridianum,  soapbark (tallo jabonoso) Quillaja saponaria,
soapberry (baya jabonosa) Sapindus saponaria, soapnut (nuez jabonosa) Sapindus
mukurossi. Entre otras de sus propiedades frecuentes se pueden mencionar la
actividad hemol’tica y la piscic’da. fstas caracter’sticas, aunque no comunes para
todas las saponinas, han sido frecuentemente utilizadas para dist inguir a esta clase
de compuestos naturales, pero debido a las numerosas excepciones que se han
suscitado, estos compuestos ahora se definen mis convenientemente por su
estructura molecular que por las propiedades antes mencionadas.

Como ya se dijo, estas sustancias consisten de una aglicona, enl&zada a una o
varias unidad es de monosaciridos Dichas unidades pueden estar unida en uno, dos
o tres puntos distintos de una sola molZcula o aglicona, lo que les confier e el
nombre de Qnonodesmos’dicasO, Bidesmos’dicasO o @idesmos’dicasO proveniente
de la palabra griega desmos =cadena) segcen el ncoemero de enlaces. De acuerdo a la
naturaleza de la genina, dependiendo de la naturaleza del esqueleto carbonado se
pueden reconocer dos grandes grupos . El primer grupo consiste en las saponinas
esteroidales, las cuales estfn casi exclusvamente distribuidas entre las
angiospermas monocotiled—neas. El segundo grupo estfconformado por las
saponinas triterpZnicas, que son mis comoenmente encontradas entre las
angiospermas dicotiled—neas. Algunos autores distinguen un tercer grupo, el de las
aminas esteroidales, las cuales son clasificadas por otros como saponinas esterc
alcaloidales (Fig. A) (Bruneton, 1995).
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Tanto las saponinas esteroidales como las estero-alcaloidales, constan de una
aglicona de veintisiete carbonos (C,;) conocido como esqueleto espirostinico o
furosttnico, generalmente formado por una estructura de cico o seis anillos;
mientras que las saponinas triterpZnicas esttn formadas por un esqueleto de treinta
carbonos (C;,) comprendiendo una estructura generalmente pentac’clica. Todas las
saponinas tiene en comeen el enlace de una o mifs cadenas de azcecares bia la
aglicona. Las saponinas monodesmos’dicas poseen este enlace normalmente
ubicado en C-3, las bidesmos’dicas con frecuencia presentan el enlace etZreo en C-3
y otro generalmente a travZs de un grupo Zster en G28 (saponinas triterpZnicas) o
C-26 (saponina esteroidales), en el caso de las tridesmos’dicas no existe un patr—n
exclusivo y son raramente encontradas. El enlace entre los glic—sidospuede ser
lineal o ramificado ( Fig. A), siendo once (11) el mayor ncemero de unidades hasta
ahora encontrado para una saponina (en el compuesto clemat—sido C, aishdo de
Clematis manshurica, Ranunculaceae), sin embargo, el noemero miscomecenpara la
mayor’'a de las saponinas oscila entre 2 y 5 unidades. Kochetkov y Khorlin (1966),
fueron los primeros en introducir el tZrmino O olig—sido® para aquélos glic—sidos
gue contienen mifs de 3 — 4inidades monosactridas.

Figura A: Diversidad Estructural de Saponinas
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Los monosaciridos mis comoenmente encontrados en plantas superiores y las
correspondientes abreviaciones establecidas por la IUPAC son: D-glucosa (Glc),
D-galactosa (Gal), D-fcido glucor—nico (GIcA), D-icido galactur—nico (GalA),
L-rhamnosa (Rha), L-arabinosa (Ara), D-xyolsa (Xyl) y D-fucosa (Fuc); mientras que
para organismos marinos el grupo D-quinovosa (Qui) es bastante usual. Existen
tambiZn grupos menos comunes como la apiosa (Api), 0 aminoazcecares como la
acetamido glucosa (GIcNAc). Las configuraciones de los monosacaridos pueden
darse en las formas $ o ! y presentarse como piran—sidos ) como la glucosa o
furan—sidas (f) como la apiosa (Fig. B) (Sharon, 1982).

Figura B. Glic—sidos mis Frecuentes Encontrados erla Naturaleza.
OH OH OH
COOH COOH .
o O/Lti HO 0 O/LLi 0 O/l%‘t, HO e} O/Lti 0 o~
! | OH OH OH OH
2
H OH OH
° OH OH OH OH NHAc
Glucosa Galactosa ¢c. glucor—nico ¢c. galactur—nico Acetamidoglucosa
CHg @7‘
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Gracias a los adelantos en el campo de la cromatograf’a y espedroscop’a, el
ncemero de estructuras nuevas descubiertas ha ido en aumento: del per’odo
comprendido entre 1987 a 1990, alrededor de 400 saponinas y casi 100 geninas han
sido descritas. Hoy en d’a, mts de 100 sapogeninas esteroidales eincluso un mayor
ncemero de triterpZnicas han sido identificadas. Esta biodiversidad puede ser
multiplicada ademis, por la composici—n de cadenas de glic—sidos tipos de
glic—sidos, patrones y tipos de sustituci—n. Es bien sabido que incluso una sola
especie puede poseer un gran ncemero de saponinas individuales, tal es @ caso de
las ra’ces de la alfalfa (Medicago sativa) en la que se pueden encontrar al menos 25
tipos distinto de saponinas.
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Tanto las estructuras como sus cantidades pueden variar dependiendo del
tipo de planta en estudio. Esta biodiversidad estructural y amplio espectro de
polaridades hacen del estudio y caracterizaci—n de este tipo de producto natural una
tarea bastante complicada (Hostettmann and Marston, 1995).

El rol biol—gico de las saponinas en las plantas ha sido cuestionado en
muchas ocasiones y hasta ahora no hay una respuesta satisfactoria del porque su
alto contenido en algunas especies (hasta en un 30%). Una teor’a explica que Zstas
protegen a las plantas del ataque de hongos (DZfago, 1977), esto basado en el hecho
de que existe un incremento en la producci—n de saponinas en las zonas de la
planta propensas al ataque de organismos externos. Se ha propuesto que las
saponinas bidesmos’dicas (las cuales frecuentemente no poseen las caracter’sticas
comunes de las saponinas), existen como un medio de transporte desde los —ganos
en menor riesgo (hojas) a aquellas partes propensas a ser atacadas por
microorganismos (ra’ces, semillas) (Tschesche and Wulff, 1972). Cuando el tejido
de la planta es da—ado, las enzimas actocean sobre las @poninas bidesmos’dicas y
una vez transformadas en sus derivados monodesmos’dicos, pueden proveer una
defensa contra la invasi—n de dichos microorganismos. Un ejemplo es la producci—n
de $-hederina (I1) a partir de la hederasaponina C (1), componente principal en la
especie Hedera helix (Araliaceae) e inactiva en contra agentes microbiales (Fig. C).!

Figura C. Transformaci—n EnzimZtica de Saponinas enHedera helix.

¥
A

[ Enzimas

Mucha de la atenci—n que reciben estas sustancias deriva del hechode que
ciertas estructuras son utilizadas entre otras cosas como material de partida en la
hemi-s’'ntesis de esteroides medicinales y ademfs han sido de imp ortancia en el
campo de la fitoterapia, farmacZutica y la industria de los ¢ osmZticos.
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BIOSENTESIS DESAPONINAS EN PLANTAS

La formaci—n biol—gica de los triterpenos y esteroides se lleva a dao bajo un
mismo precursor biogenZtico, el cual es denominado OescualenoO. Este compsto
est} formado por seis (6) unidades isoprZnicas y en contraste con la formaci—n de
mono-, sesqui-, di- y sesterterpenos que provienen de la uni—n cabezacola de
isoprenos activos (isopentenilpirofosfato IPPF y dimetilalilpirofosfato DMAPF), el
escualeno lo hace por medio de la uni—n colacola de dos unidades de
farnesilpirofosfato (FPF) C ., (Marcano and Hasegawa, 2002; Harrison, 1985). La bio-
formaci—n del escualeno ha sido objeto de estudio por muchos grupos de
investigaci—n, los cuales han obtenido una serie de conclusiones generales para este
proceso, entre estas tenemos que:a) La uni—n de las dos unidades de FPF ocurren
cola-cola; b) En dicha uni—n, una de las unidades de FPF invierte su configuraci—n
en C-1; ¢) La unidad de FPF que mantiene su configuraci—n durante la uni—n en el
2% paso, pierde su hidr—genopro-S en C-1; d) La presencia de NADPH es necesaria
en la formaci—n del escualeno (Fig. D.

Figura D. Ruta BiosintZtica del Escualeno.

Escualeno
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El primer paso confirmado en la fo rmaci—n de saponinas triterpZnicas,
involucra la ciclaci—n del epoxi -escualeno (2,3-ep—xido de escualeno), para dar as’,
uno de muchos potenciales productos. La gran mayora de las saponinas
encontradas en plantas superiores provienen de los esqueletos del oleanano y
dammarano y en menor medida del | upano. Este evento de ciclaci—n constituye
tambiZn el punto de partida para los esteroides, en el cual, el 2,3-ep—xido de
escualeno se cicla y convierte en lanosterol (en animales y hongos) o cicl oartenol
(plantas). Esa partir de la conformaci—n inicial del ep—xido de escualeno sobre la
superficie enzimttica que depende la orientaci—n de la ruta bi osintZtica hacia los
esteroides por una lado y hacia los triterpenos por el otro (Fig. E).

Figura E. Ciclaci—n del 23-ep—xido de escualeno en la Formaci—n de
Esteroides y Triterpenos

2,3-epoxido de escualéno

WLTFN - N

silla-silla-silla silla-bote-silla
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Triterpenos modificados Catién Dammarenilo
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Pentaciclicos

Laboratorio de Productos Naturales-ULA Laborabire de Pharmacognosie UMIB-UB
|



La ciclaci—n, rearreglo y desprotonaci—n que conllevan a la formaci—n de los
diversos productos en la formaci—n de triterpenos y esteroides, se encuentran bien
establecidos (Abe et al., 1993). La ciclaci—n enzimitica del 2,3-ep—xido de escualeno
hacia la formaci—n de esteroides procede en la conformaci—rnsilla -bote-silla, dando
origen al cati—n protosteril (C,,), el cual es transformado en cicloartenol o lanost erol.
La bios’ntesis de los triterpenos por otro lado, involucra la ciclaci—n del sustrato en
conformaci—n silla-silla-silla para generar el cati—n tetrac’clico dammarenilo (Fig. E).
Este puede ser posteriormente transformado en derivados triterpenoid es caalizados
por la enzima dammaredienol sintasa (DS) [parte del conjunto de las 2,3-
oxidoescualen-ciclasas (OSCs)] o entrar en una serie de rearreglos, generando los
triterpenos derivados del lupeol, !-y $-amirina (Haralampidis et al., 2002).

Figura F. Ciclaci—n del Cati—n Dammarenilo para la Formaci—n de
Triterpenos de la Serie del Oleanano, $-Amirinay !-Amirina
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La subsecuente ciclaci—n del cati—n dammarenilo conlleva a la formai—n del
cati—n pentac'clico de los oleananos a tavZs de los cationes intermediarios
baccharenilo y lupenilo. Finalmente, una serie de trasposiciones [1,2 ] de
hidr—genos, y la eliminaci—n del prot—n HL2 resulta en la formaci—n de los
triterpenos pertenecientes al grupo de la ! -amirina o $-amirina, caracter’sticos por
la presencia del doble enlace ! *2. Se han propuesto para la formaci—n de la! -
amirina dos trasposiciones [1,2] de hidr—genos: la primera del C-18 a CG19 y la
segunda de G13 a C-18; en la formaci—n de$-amirina son tres las trasposiciones
propuestas: de G19 a G20, de G18 a G19y de C-13 a G18 (Eschenmoseret al., 1955;
Barton et al, 1971) (Fig. F). Estos mecanismos han sido confirmados en
experimentos de incorporaci—n isot—pica en especies comoRabdosia japonica
(Labiatae) (Seoet al., 1988).

Una segunda manera de doblarse de la cadena del escualeno, da orgen a un
segundo is—mero tetrac’clico el cual se diferencia al de los dammaranos en la
estereoqu’mica de los carbonos 8, 9, 13, 14 y 17, este esqueleto ecibe el nombre de
protostano el cual precede a todos los esqueletos de esteroides (Harrison, 1983;
1990) y a su vez, sufre una serie de modificaciones para formar los ncecleos finales
de los lanostanos (animales y hongos) y cicloartanos (plantas superiores y algas). Es
a partir de este celtimo, que se originan los esqueletos del espirostano y furostano,
gue constituyen los esqueletos base que conforman la gran mayor'a de saponinas
esteroidales.

La transformaci—n biosintZtica que da lugar al esqueleto espirostfnico a partir
del cicloarte nol procede a travZs de una serie de pasos. El metilo en G14 es el
primero en perderse y es removido en forma de fcido f—rmico, la reacci—n es
catalizada por la enzima P-450 mono-oxigenasa, mediante la cual, se logran las
reacciones de oxidaci—n que dan oigen al derivado aldeh’dico en C -14; la pZrdida
del formaldeh’do genera el dieno #®*'“ (probablemente por un rompimiento
homol'tico del aducto tipo per—xido) y el producto desmetilado es obtenido
finalmente gracias a un paso de reducci—n promovido por NADPH. La pZrdida de
los metilos en C-4 ocurre secuencialmente, a travZs de un proceso de descar
boxilaci—n, el cual ocurre mediante la oxidaci—n del -OH en C-3 a cetona para
generar as’ el intermediario ! -ceto fcido, en esta secuencia el enolato se regeneraa
cetona y el metilo remanente en C-4 retoma la configuraci—n ecuatorial ($) la cual es
mis favorable [Fig. G(a)]. Por celtimo, el carbono espirocettlico se forma a partir de
la cadena lateral mediante una serie de reacciones de oxigenaci—n, hidroxilando el
C-16 y uno de los metilos terminales, as’ como la formaci—n de una cetona en el
C-22. Este intermediario es luego convertido en un hemicetal media nte un ataque
nucleof’lico del grupo hidroxilo en C -16 hacia la cetona en C-22, finalmente
transformado se al esqueleto final [Fig. G(b)] (Dewick, 2002).

Laboratorio de Productos Naturales-ULA Laborabire de Pharmacognosie UMIB-UB
|



16

Figura G. Formaci—n de Esqueletos de Espirostano yurostano a
partir del Cicloartenol
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La bios’ntesis de saponinas desde la ciclaci—n del 2,3ep—xido de escualeno,
involucra una serie de modificaciones adicionales. fstas modificacione s pueden
incluir una gran variedad de eventos de oxidaci—n y sustituci—n, y la adici—n de
azcecees en diferentes posiciones del esqueleto carbonado. Muy poco se sabe aceca
del grupo de enzimas requerido en esta elaboraci—n. No obstante, una @aracter’stica
comeen compartida por todas las saponinas es la presencia de una cadenade
azcecares unida a laaglicona en la posici—n G3 del hidroxilo. El entendimiento de
este proceso de glicosidaci—n (el cual se cree que ocurre en ladse terminal de la
bios'ntesis de las saponinas) es de mucha importancia, ya que la presencia de un
azcecar en la posici—n G3 es crtica para la actividad biol—gica de muchas
estructuras (Roddick, 1974; Osbourn, 1996). Se han logrado progresos substanciales
en la caracterizaci—n de las glicosittransferasas (Gtasas) en saponinas, y las
evidencias experimentales sugieren que la cadena de oligosactridos se origina por
adici—n secuencial de una sola molZcula de azoecar &cia la aglicona (Kintia et al., 1974;
Wojciechowski, 1975; 1983).

Existen solo algunos reportes acerca de la presencia de glicosil-transferasas
(Gtasas) en el proceso brmaci—n de derivados monosacitridos en diversas agliconas
triterpZnicas. En los casos en que se estudi— la localizaci—n de essaenzimas a nivel
subcelular, se observ— que en la gran mayor’a de las veces se encontraban rgsentes
en los microsomas (Kalinosw ka et al., 2005). Se sabe que estas enzimas son bastante
espec’ficas, un ejemplo es la UDPGIcUA (Uridin -5-Difosfato-Glucosa Glucoronosil -
transferasa), que cataliza eficientemente los triterpenos del tipo oleanano, pero falla
al hacerlo con compuestos del tipo ! -amirina.

El estudio de la incorporaci—n de azoeares en eseroides posee mis de una
dZcada y hasta ahoravarias Gtasas han sido aisladas, purificadas y caracterizadas,
se sabe ademis que estas tambiZn son altamente espec'ficas para @a tipo de
esteroide. La primera enzima en catalizar efectivamente la glucosidaci—n de un
esteroide fue la UDPGIc: nuatigenina Gtasa, la cual fue aislad a de las hojas de avena
(Avena sativa) (Kalinowska and Wojciechowski, 1986, 1987) y se logr— hacer
exitosamente en el C-3 de la nuatigenina, un raro esqueleto esteroidal
representativo de esta especie y del cual derivan las saponinas Qaven—sido®

Hasta ahora, los estudios indican que las enzimas capaces de catalizar la
adici—n de molZculas de azcecar en sapogeninason bastante comunes en las
plantas, sin embargo, la relaci—n entre estas diversas enzimas no se pdr} esclarecer
hasta que una mayor cantidad de glicosil -transferasas sean purificadas y sus genes
relevantes clonados. El reto serf entonces caracterizar lasotras enzimas, requeridas
para los subsecuentes pasos de glicosidaci—n que dan origen a la cadenade
oligosactridos.
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PROPIEDADESBIOLIGICA Y /O FARMACOLIGICAS DE LAS SAPONINAS

Algunas de las propiedades naturales de las saponinas han sido utiliza das
desde hace cientos de a—o0s. Las primeras investigaciones de actividad biol—gica
fueron dirigidas hacia mezclas , pero con la introducci—n de mZtodos sofisticados de
separaci—n y tZcnicas de elucidaciH; la tendencia hoy en d’ a es trabajar con
compuestos puros o mezclas puras. Aunque ciertas propiedades de las saponinas se
encuentran bien definidas, algunas veces los efectos son dif'ciles de evaluar y en
otros casos, las respuestasse manifiestan solo en altas dosis. Para este tipo de
compuestos, existen propiedad es comunes sin importar la estructura, estas son:

A.- PROPIEDAD HEMOLETICA:

La habilidad que poseen las saponinas de causar la hem—lisis de lasangre fue
reportada por primera vez por Kobert en 1887. Se observ— que jas
concentraciones de saponinas eran capaces de destruir la membrana eritroc'tica,
causando una liberaci—n de la hemoglobina. EI fen—meno envuelve una reduccin
de la tensi—n superficial entre la fase acuosa yla lip’dica, causando la emulsi—n de
los I'pidos y su consecuente partida de la mem brana. La actividad vara segaen la
estructura del glic—sidq siendo las saponinas monodesmos’dicas las mis fuertes.

B.- FORMACIT N DE ESPUMAS:

Es la caracter'stica mfs comoen que posee este tipo de sustancias y el
fen—meno ha sido utilizado como test para advertir la presencia de las mismas
(Steiner and Holtzem, 1955). Pese a esto, debe prestarse muchaatenci—n ya que no
todas las saponinas forman espuma en soluciones acuosas y ademis de estcexisten
otros compuestos capaces de formar espumas, lo que puedellevar a conclusiones
err—neas. El mecanismo de formaci-de espuma no es muy claro aceny no se sabe
si es debido al carfcter anfif'lico que estas poseen.

C.- PRINCIPIOS AMARGOS:

Muchas saponinas poseen carfcter amargo. Las semillss de la quinoa
(Chenopodium quinoa) por ejemplo, contiene saponinas amargas las cuales deben
removerse antes de ser cocinadas (Mizui et al., 1988). De manera similar las
soyasaponinas parcialmente acetiladas son responsables del sabor amargo y
astringente de los granos de soya(Kitagawa et al., 1988). Un tridesm—sido del fcido
zahnico (1), obtenido de la alfalfa ( Medicago sativa), es el compuesto mis amargo e
irritante para la garganta hasta ahora encontrado en esa espege. Pese a esto, existen
excepciones: la glicirricina (2), principal saponina del regaliz por ejemplo, es
cincuenta veces mis dulce que el azcecar.
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Algunos de los atributos de las saponinas se conocen desde hace mucho
tiempo, otro s han sido recientemente descubierto s. Un ejemplo es la actividad anti -
edulcorante y la odero-constrictora. Entre la gama de actividades mis importantes
gue se han encontrado para este tipo de compuesto se puede mencionar:

¥ Actividad Citot—xica y Antitumoral

Actividad Antibacterial/Antimicrobial

#

Actividad Antiinflamatoria

#

Activ idad Moluscicida

#

Actividad Antifeengica

ACTIVIDAD CITOTIXICAY ANTITUMORAL :

La acci—n citot—xica de muchas saponinas se encuerd bien documentada
(Tschesche and Wulff, 1972; Sparg et al., 2004; Lacaille-Dubois, 2005), experimentos
On vivo Ohan sido llevados a cabo en contra de vaias I'neas celulares, pero la flta
toxicidad de las saponinas ha sido el factor principal en el im pedimento de las
aplicaciones pricticas de estas sustancias. Varias saponinas de espe@s como
Saponaria oficinalis, Myrsine afri cana, Hedera helix y Entada phaseloides han sido
reportadas como sustancias con propiedades antitumorales, sin embargo, sus
aplicaciones se han complicado debido su toxicidad (Tschesche and Wulff, 1972). A
pesar de esto, se han propuesto desarrollos cl’'nicos de algunas saponinas tales
como los gingen—sidos Rg(3) y Rb, (4), los cuales han resultado activos en contra
del ctncer de est—mago (Hayasi and Kubo, 1980).

Tran y colaboradores en 2001, probaron saponinas del tipo espirostanol y
furostanol, aislad as de las ra’ces y rizomas de Dracanea angustifolia (Dracaenaceae),
con la finalidad de probar el efecto antiproliferativo en cZlul as de carcinoma de
colon 26-L5 en ratones, fibrosarcoma humano HT-1080 y melanoma B-16 BL6.
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Tres de los compuestos probados (5), mostraron potente actividad
antiproli ferativa contra cZlulas de fibro sarcoma HT-1080 (IC,,= 0,2 a 0,6 pM),
resultados comparables a la acci—n de ladoxorubicina (Tran et al,, 2001). Otros
glic—sidos obtenidos de los tallos de Dracanea dracq conocidos como QlraconinasO
(6) han mostrado actividad significativa en contra de cZlulas de le ucemia LH-60
con valores IC,,= 2,7 a 9,7 UM, en per'odos de 72 horas (Gonztles et al., 2003).

Una saponina triterpZnica (7) aislada de las ra’ces de Aralia dasyphylla
(Araliaceae), mostr— actividad citot—xica muy fuerte en contra de cZlulas kB
(carcinoma humano de naso-faringe) y HelLa-S; (carcinoma cervical). Los valores
IC,, para este compuesto fueron de 1,2 pg/mL en cZlulas kB y 0,02 pg/mL para
cZlulas HelLa-S, (Xiao et al., 1999)

OH
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Compuestos aislados del extracto etan—lico de Albizia subdimidiata
(Leguminosae) se probaron en contra de cZlulas cancer'genas de ovario humano
A2780. ElI compuesto albiziatri—sido A (8), mostr— fuerte acci—n citot—xc en
contra de esta I'nea celular (IC,= 0,9 pg/mL) (Abdel-Kader et al., 2001).
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De Acacia victoriae (Leguminosae) se han obtenido saponinas con adividad
antitumoral. Una nueva, la avicina G (9), present—fuerte actividad citot—xica
On VitroO en contra de cZlulas T de leucemia humana. Los valores IC., fueron de
0,58 pg/mL y 0,22 pug/mL, respectivamente (Jayatilake et al., 2003).

Un estudio bio -dirigido del extracto etan—Iico de ra’ces de Dodonaea viscosa
(Sapindaceae) conllev— al aislamiento de Ics llamados dodonetsidos Ay B (10), los
mismos presentaron actividad en contra de cZlulas A2870, con ’ndices IC ., de 0,79
y 0,70 uM respectivamente (Cao et al., 2010). Otras saponinas triterpZnicas (11)
han exhibido fuerte citotoxicidad en contra de esta | 'nea celular (IC,,= 0,6 a 1,5
pg/mL) y se han obtenido de Albizia gummifera (Leguminosae) (Caoet al., 2007).

Algunos trabajos realizados, han mostrado algcen tipo de relaci—n estrudura-
actividad (R.E.A) en cuanto a la actividad citot—xica. Tommasi y colaboradores
realizaron pruebas a diez (10) saponinas triterpZnicas, obtenidas de Trevesia
palmata (Araliaceae) y activas en contra de ciertas I'neas celulares. Los resultados
indicaban que el grupo hidroxilo en C -28 y los azcecares en la parte esterificada dda
misma posici—n juegan un papel importante en la activaci—n de esta propiedad
(De Tommasi et al., 2000).

(11)
RnaO.
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ACTIVIDAD ANTIMICROBIAL /ANTIBACTERIAL :

La jujubogenina (12) es un glic—sido aislado de la especieColubrina retusa
(Rhamnaceae), la misma demostr— poseer actividad antimicobacterial probada en
contra de Mycobacterium intracellulare . Los valores MIC para este derivado fueron
de 10 pg/mL (EISohly et al., 1999).

De las agallas de Sapindus mukorossi (Sapindaceae), se han obtenido
saponinas de la serie del tirucallano. Estos compuestos, entre los que se encuentra
la sapinmusaponina J(13), mostraron mediana actividad en la inhibici—n del TPA,
en ensayos de activaci—n del virus EpsteinBarr (Huang et al., 2006).

Otros compuestos como el fcido 9!-25, ciclo-3-O-(!-D-glucopiranosil) -
echinosist—ico (14), obtenido del extracto etan—Ilico de Symplocos paniculata
(Symplocaceae), ha presentado significativa actividad antimicr obial, analgZsica y
antiinflamatoria (Semwal and Semwal, 2011).

ACTIVIDAD ANTIINFLAMATORIA :

Una saponina obtenida de Crossopteryx febrifuga (Rubiaceae), conocida
como crossoptina B (15) ha demostrado actividad anti -inflamatoria probada en
ratas, la cual se cree podra ser acen mis efectiva que la exhibidapor compuestos
como la aspirina y la fenilbutazona (Foresta et al., 1986).

El bidesm—sido fruticesaponina B (16), que posee una sola unidad
monosacirida, fue obtenido de las especie Bupleurum fruticescens (Apiaceae), y ha
mostrado la mis alta actividad a ntiinflamatoria hasta ahora vista para una saponina,
en ensayos de edemas producidos en ratones. (Justet al., 1998).
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Otros estudios realizados a saponinas de la misma especie han presentado
actividad antiinflamatoria en contra de edemas inducidos por TP A en ratones as’
como inflamaciones de la piel (Navarro et al., 2001).

Li y colaboradores, presentaron el aislamiento de dos saponinas triterp Znicas
de los tallos de Kalopanax pictus (Araliaceae). Tanto la kalopanaxsaponina A como
el pict—sido A (17) presentaron una significativa acci—n antiinflamatoria en dosis
orales de hasta 50 mg/mL (Li et al., 2002).
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ACTIVIDAD MOLUSCICIDA:

El mecanismo en el que opera este tipo de toxicidad involucra ma yormente la
capacidad de las saponinas de ligarse alas membranas de las agallas, lo cual resulta
en un incremento en la permeabilidad y en la subsecuente pZrdida de importantes
electrolitos fisiol—gicos. La toxicidad en caracoles (actividad moluscicida) ha
estimulado gran interZs, ya que se busca controlar enfermedades como la
schistosomiasis, que es una afecci—nropical que aflige a 250 millones de personas
a nivel mundial. Los caracoles de los gZneros Biomphalaria, Bulinus 'y
Oncomelania, esttn directamente implicados en la tran smisi—n de esta afeccif-ya
que actomn como huZspedes intermediarios e n el ciclo de vida de este partsito
(Mott, 1987). Ciertas plantas resultan muy efectivas eliminando e stos caracoles y
muchas de ellas han llegado incluso a etapas de pruebas de campo en zonas
infectadas (Hostettmann, 1989), aquellas que contienen saponinas en su
composici—n se han visto como las mis prometedoras, entre estas estfn la
Phytolacca dodecandra (Phytolaccaceae)y Swartzia madagascariensis (Fabaceae)
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La actividad de saponinas como los rhamnosil glucor—nidos (18) de
S. madagascariensis, poseen actividad que incluso llega a compararse con
compuestos moluscicidas de origen sintZtico (Borel and Hostettmann, 1987). Esta
especie Africana es una de las mis prometedoras para el control de la
schistosomiasis, ya que cada frbol puede contener alrededor de 30 o 40 Kg de
vainas y el extracto acuoso obtenido de Zstas, exhibe una significativa actividad
moluscicida en contra de las especies Biomphalaria glabrata y Bulinus globosus en
disoluciones de hasta 100 mg/L de vainas molidas.

2,

COOH  3,4-OAc-Ara®
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Algunas saponinas de la serie de la hederagenina, aisladas de la planta
Sapindus mukorossi (Sapindaceae) poseen efecto moluscicida en contra del caracol
Pomacea canaliculata conocido como Qmanzana doradaO, el cual seha convertido en
una peste para los sembrad’os de arroz y otros granos acuifticos en Taiwan y otras
regiones de Asia. El glic—sido de la hederagenina(19) al ser probado, produjo la
mortalidad de este caracol entre el 70-100%, en concentraciones de hasta 10 ppm,
utilizando niclosamida como control (Huang et al., 2003).

ACTIVIDAD ANTIFONGICA :

Las ra’ces de la avena contienen una serie de triterpenos trisactridos entre
los cuales estf la avenacina A1 (20); se cree que estos compuestos protegen a la
planta en contra de la enfermedad conocida como Otake allO, causadaor el hongo
Gaeumannomyces graminis (Crombie et al., 1987). Dos saponinas obtenidas de
Camellia japonica (Theaceae), la camellidinas | (21) y Il, poseen actividad en
contra de Pyricularia oryzae (Nagata et al., 1985). Este tipo de fungitoxicidad es
bastante importante ya que este organismo afecta las cosechas de aroz.

La actividad antifoengica de los glic—sidos triterpZnicos de la seie del
holostano (holothurinas de organismos marinos) tam biZn ha sido observada
(Shimada, 1969). El crecimiento de varias cepas de hongos se ha visto consi-
derablemente inhibido por estas saponinas y sus deriva dos, con valores MIC de
hasta 0,78 pg/mL.
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El Bivitt—sido D (22) aislado del pepino de mar Bohadschia bivitatta, ha
mostrado fuerte acci—n en contra dePenicillium chrysogenum, Trichophytum rubrum
y Candida utilis . Se observ— ademigue la presencia de un OH-$ en posici—n G12
(en holoturinas) y la secuencia lineal de los carbohidratos al parec er son eserciales
para este tipo de actividad (Kitagawa et al., 1989).

Gal>—Glc3
GlcA—O
Gal?

(21)

El compuesto CAY-1 (23), es una saponina esteroidal obtenida de los frutos
de Capasicum frutescens (Solanaceae) lacual demostr— ser un potente fungicida.
Este glic—sido esteroidal most+ valores de mortalidad LD, que van entre 3y 20 uM
en contra de especies de Aspergillus y valores IC., de 9,5 uM y 6,2 UM en contra de
Pneumocystis carinii y Candida albicans respectivamente (de Lucca et al., 2002).
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FITOQU&MICA DE LOS GfNEROS CESTRUM , PHYTOLACCA Y
GANOPHYLLUM

Phytolacca, es uno de los 41 gZneros que conforman la familia de las
Phytolaccaceae, Zste comprende alrededor de 70 especies, la cuales se desarrollan
en regiones tropicales y templadas distribuidas a lo largo de todo el Sur- y
NorteamZrica, el este de Asia, Nueva Zelanda (especialmente en las regiones
neotropicales) y Sudtfrica. De manera general, se presentan en forma de hierbas,
arbustos o frboles anuales o perennes, sus hojas son alternas, simples y pecioladas
con las inflorescencias ubicadas de forma axilar -terminal en forma de racimos,
pan’culas o espigas las cuales contienen de 5 a 100 flores que a su vez contienen de
5 a 8 sZpalos unidos en la base e imbricados, con ovarios scepero o sub’nfero del a
16 carpelos y 6 a 12 |—culos; poseen frutos achatados en forma de bayascapsulas o
drupas, localizados en el fpice y contienen entre 6 y 12 semillas por bayas (Fig. H)
(Dequan and Larsen, 2003).

Figura H. Ejemplares Representativos de los GZnerosPhytolacca,
Cestrum y de la Familia Sapindaceae.

Phytolacca spp. Cestrum spp. Sapindaceae

El gZnero Cestrum (familia Solanaceae) por su parte, comprende alrededor de
unas 300 especies, las cuales son nativas de las regiones ctlidas tropcales y
subtropicales de AmZrica (Mimaki et al., 2001). Por lo general son especies
ornamentales que se presentan en forma de arbustos de 1 a 4 metros,mayormente
perennifolias con hojas simples y pecioladas; inflo rescenciasterminales o axilares,
racemosas 0 paniculadas, ctliz campanulado o tubular con ovario bilocular . Fruto
en baya (generalmente jugoso) y de forma ovoide, de color blanco o negruzco que
contiene una o varias semillas (Fig. H). Algunas especies son t—xicas Reiche, 1910).
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Ganophyllum por otro lado, esta canformado por aproximadamente cuatro
especies. Las plantas de este gZnero pegnecen a la familia Sapindaceae, que cuenta
con unos 137 gZneros y unas 1.700 especies,distribuidas en regiones tropicales y
subtropicales de Asia, Australia, algunas regiones de cfrica y en casi todo el
contin ente  Americano. Se presentan por lo general como frboles o arbustos
raramente herbfceosde hojas alternas, usualmente estipuladas con flores peque-as,
uni-sexuales, de 5 pZtalos y sZpalos agrupados de forma paniculada, el fruto puede
ser carnoso o seco ygeneralmente es en forma de drupa o baya (Fig. H. Los estudios
fitoqu’mico s del gZnero son bastante escasossin embargo, los reportes de saponinas
dentro de la famila Sapindaceae han sido muy numerosos (Delaude, 1993).

El estudio fitoqu'mico de estos gZneros ha sido de gran importancia en e |
entendimiento de sus propiedades en el campo de la medicina tra dicional y la
farmacolog’a. A continuaci—n, se presenta un resumen de las principales saponinas
aisladas y caracterizadas as’ como la evaluaci—n de suspropiedades biol—gicas

GfNERO PHYTOLACCA:

Muchas especies del gZnero Phytolacca han sido utilizadas en la medicina
oriental desde hace ya un largo tiempo en el tratamiento de d iversas afecciones tales
como: edemas, reumatismo (P. americana, P. insulares) (Kang and Woo, 1987),
dermatitis ( P. octandra) (Moreno and Rodr'guez, 1981), emZticas, purgativas y anti-
sifil'tica ( P. americanad) (Jolliffe, 1982), entre otras. Gracias a estas propiedades, el
gZnero ha sido objeto de numerosos estudios fitoqu’micos, en los cuales se han
encontrado principalmente saponinas triterpZnica, p ertenecientes en su gran mayor'a a
la serie del oleanano.

SAPONINAS TRITERPfNICAS:

Este tipo de metabolito secundario es por mucho el mis caracter’'stico en las
especies del gZnero, tanto as’, que podra ser considerado como un marcador
guimiotaxon—mico dentro del mismo. Muchos de estos compuestos han probado
tener propiedades biol—gicas, dentro de las cuales se encuentran prncipalmente la
acci—n moluscicida y la espermicida.

Una de las especies mayormente estudiada ha sido Phytolacca dodecandra;
conocida comoenmente como @ndod O en algunas regiones de ¢frica; esta planta ha
sido empleada en el control de la schistosomiasis en pa’ses como Etiop’'a
(Abebe et al., 2005). Se sabe que los frutos de esta planta en suspensi—n acuosa
pueden matar moluscos en concentraciones de hasta 10 ppm (Lemma & Duncan, 1970)
Uno de los primeros compuestos a los que se le atribuy— esta propiedad bol—gica
fue a la oleanoglicotoxina-A ((24) (Parkhurst et al., 1973a).
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Trabajos posteriores demostraron la presencia de moluscicidas muy activos,
como el fcido 3-O-[!-D-galactopiranosil (1" 2)-$-L-rhamnopiranosil (1" 3)]-! -D-
glucopiranosil -olean—ico(25), que posee un 'ndice de mortal idad media (LC,) para
poblaciones de Biomphalaria glabrata de hasta 2 ppm (Thilborg et al., 1993).

Otra saponina obtenida de la especie P. dodecandra es la lemmatoxina (26),
gue posee propiedades altamente espermicidas, ya que demostr— poseecasi 3 veces
mis acci—n que algunos patrones sintZticos (Nonoxinok9), en pruebas realizadas
utilizando esperma humana, (Stolzenberg and Parkhurst, 1974). Otra propiedad
reportada para (26), junto con la lemmatoxina C (Parkhurst et al., 1973b), ha sido la
acci—n mduscicida (Parkhust et al., 1974).

Del extracto en metanol de P. tetramera se han aislado saponinas conocidas
comoenmente como OfitolacsidosO,espec’ficamente los fitolac—sidos F, E y B (27).
Este celtimg mostr— mediana actividad antifeengica en contra de wa serie de
dermatof'tos como Trichophyton mentagrophytes (MIC=25 ug/mL)y Candida albicans
(MIC=125 pg/mL), utilizando ketoconazol como control (Escalante et al., 2002).
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Un bidesm—sidoobtenida de los extractos polares de Phytolacca esculentay
conocido con el nombre de esculent—sido H(28), ha resultado poseer significativa
acci—n citot—xica(Yi and Wang, 1989).

La especie Phytolacca octandra, es conocida como una planta medicinal con
propiedades antiinflamatorias y ha sido ampl iamente utilizada desde la medicina
prehisptnica (Sahagun, 1959) y en la medicina tradi cional Mexicana (Mart'nez, 1969).
Estudios realizados en los a—os 80 revelaron la presencia de un compuesto
mayoritario, aislado de la fracci—n fungistftica [ED 5= 3 ppm , (Trycohyton sp.)] de
la cromatograf’a general. El compuesto recibi— el nombre de yiamol—sido B(29)
(Moreno and Rodr'guez, 1981).

P. americana es otra de las especies representativas del gZnero, y desde los
primeros estudios fitoqu'micos y de toxicidad ( Ahmed et al., 1949) realizados a la
misma, muchos compuestos glicosidados se han obtenido de sus partes. De los
cayos se han aislado saponinas con fuerte actividad antiinflamatoria, dentro de los
compuestos presentes en mayor porcentaje figuran los fitolac—sides B (27) y E
(Chi and Kim, 1985). Otros glic—sidos, como las fitolaccageninas Ey B, as’ como el
esculent—sido L, han sido probados como agentes antibacteriales y antifoengios, sin
embargo, los resultados fueron negativos (Akdemir et al., 2000). En 2008 se llev— a
cabo un estudio, enfocado en la evaluaci—n de la citotoxicidad de doce saponinas
triterpZnicas en contra de las I'neas celulares WI-38, VA-13 y HepG2, los resultados
mostraron que solo un compuesto (30) result— medianamente positivo (IC;,= 7,1
pg/mL) en contra de WI-38 (Wang et al., 2008).

De los frutos de P. icosandra, tambiZn se han aislado compuestos con acci—n
moluscicida como el fcido 3 -O-! -D-glucopiranosil -serjfnico (31) que ha mostrado
actividad en contra de B. glabrata(MIC=3,1 pg/mL) (Treyvaud et al., 2000).
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Existen ademits, muchos otros trabajos que abordan el aislamiento y
caracterizaci—n estructural de saponinas triterpZnicas en especies de Phytolacca, los
cuales se encuentran resumidos en la Tabla A:

Tabla A. Estudios Fitoqu'micos Concernientes al Aislamiento de
Saponinas TriterpZnicas en Especies de Phytolacca.

Especie

Referencias

P. dodecandra

Dorsaz and Hostettmann, 1986; Dommon and Hostettman n, 1984;
Powell and Whalley, 1969.

P. americana

Cho et al., 2003; Kang and Woo, 1991; Rosca and Tamas, 1984;
Woo, 1979; Woo et al., 1978; Sugaet al., 1978;
Woo and Kang, 1977; Woo et al., 1976; Woo and Kang, 1976;
Shaaban and Ahmed, 1959.

esculenta

Yi, 1992a; Yi, 1992b; Yi, 1991; Yi and Huang, 1991; Yi, 1990;
Yi and Wang, 1989; Wang and Yi, 1984; Woo et al., 1976.

tetramera

Escalante et al., 2002.

icosandra

Treyvaud et al., 2000.

acinosa

Gao et al., 2009; Li and He, 1998; Strausset al., 1995;
Spengel and Schaffner, 1993.

polyandra

Yi et al., 1995.

Nielsen et al., 1995.

bogotensis

Nielsen et al., 1995.

octandra

Howard, 1973; Moreno and Rodriguez, 1981.

insularis

Woo et al., 1976.

thyrsiflora

Haraguchi et al., 1988.

P.
P.
P.
P.
P.
P. rivinoides
P.
P.
P.
P.
P.

dioica

Soliman and Sobieh, 1999.

Si bien es cierto que las saponinas triterpZnicas son los metabolitos
secundarios mayormente encontrados en Phytolacca, existen tambiZn estudios
fitogu'micos que reportan la presencia de otros tipos de metabolitos secundarios,
tales como flavonoides, lignanos, esteroides, alcaloides etc.

La tabla B, muestra de forma resumida, los diversos trabajos relacionados a
este tipo de compuestos, que en algunos casos tambiZn han resultado poseer algcen
tipo de actividad biol—gica y/o farmacol—gica.
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Tabla B. Estudios Fitoqgu'micos de Diversos Metaboli tos Secundarios
en Especies dePhytolacca.

Especie

souadiaii|

SapIlouoAe|H

SopI0Ja)ST

soueubi

soulue |

SapIo[edly

sono

Referencias

P. dodecandra

S

Spengel, 1996;
Parkhurst et al., 1990;
Dommon et al., 1984;

Powell and Whalley, 1969.

P. americana

%

%

%

%

%

%

Bylka and Matlawska, 2001;
Fukuyama et al., 1992
Kang and Woo, 1980;

Woo et al., 1980;
Woo et al., 1978;

Woo and Wagner, 1977;
Woo, 1974;
Johnsosn and Shimizu, 1974;
Burke and LeQuense, 1971;
Chumbalov and
Mukhamedyarova 1969.

P. esculenta

%

%

Woo and Kang, 1985;
Woo, 1975; Woo, 1973;
Woo, 1971.

P. acinosa

%

Summon et al., 2003;
Spengel and Schaffner, 1990;
Razdan et al., 1983, 1982;
Glombitza et al., 1975.

P. rugosa

%

Morales, 1978.

P. rivinoides

%

Gonzalez et al., 1972.

P. thyrsiflora

%

Haraguchi et al., 1988.

P. dioica

%

%

%

%

Ashafa et al., 2010;
Solima and Sobieh, 1999.
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GfNERO CESTRUM:

De igual forma que en el gZnero Phytolacca, una gran cantidad de especies
pertenecientes al gZnero Cestrum han encontrado aplicaci—n en la medicina
folkl—rica. Un ejemplo es la especie C. parqui, que ha sido utilizada en la medicina
tradicional Chilena como antifebr’fugo y antiinflamatorio (Backhouse et al., 1996).

Las hojas de C. auriculatum son usadas en la provincia de Canta en Perce,
aplictndolas externamente para reducir la inflamaci—n en heridas y como
tratamiento antipulgas, tambiZn han sido utilizadas gracias a sus propiedades
antimicrobiales y antiinflamatorias (Horacio et al, 2007). En el distrito de
Pamparomas (Perce), el extracto acuoso de las hojagle esta especie se utiliza para
tratar infecciones de la piel y alergias, aplictndose dir ectamente en la zona afectada;
ademis es ingerida como infusi—n (tomada en peque—a dosis) para aliviar la fiebre y
la diarrea. Se ha usado tambiZn como antirreumttica y astringent e (Rojaset a., 2003).

En algunas localidades de China, las hojas de C. nocturnum se emplean por su
acci—n farmacol—gica en heridas, zonas inflamadas yen algunos casospara el
tratamiento de la epilepsia. Ademis, el aceite esencial de esta planta, ha probado ser
un repelente de mosquitos muy eficaz y junto con la especieC. diurnum son usadas
en algunos pa’ses de c¢frica para la prevenci—n de la malaria (Ntonifor et al., 2006).

C. laevigatum ha sido usada tradicionalmente como sedante en caso de
heridas y celceras, as’ como antiespasm—dico y diurZtico (Karawyaet al., 1971). Otra
especie empleada ha sido C. parvifolium , para la cual se reportan usos en el
tratamiento de fiebre, celceras y desordenes en la piel (Moreno et al., 2001). Muchas
otras plantas de este gZnero han encontrado su aplicaci—n en el camp de la
perfumer’a, producci—n de aromas florales y como plantas ornamentales.

Desde los primeros reportes qu’micos realizados por Peckolt en 1909, una
gran variedad de especies han sido analizadas y sus metabolitos aislados y
caracterizados. Gracias a estos estudios, hoy d’a se sabe que el gdero Cestrum es
bastante rico, principalmente en saponinas esteroidales, aceites esenciales y
lignanos.

SAPONINAS ESTEROIDALES:

La presencia de saponinas esteroidales dentro del gZnero ha sido bien
documentada (Sajeli and Goyal, 2007). Los primeros estudios en reportar la
presencia de estos compueston se remotan a la dZcada de los 40, corel antlisis de
la especie C. parqui de la cual se asil— el parquin—sido (Echeniquest al., 1942).
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Posteriormente se aislaron saponinas esteroidales de las especiesC. laevigatum
(Canham and Warren, 1950) y C. diurnum (Chakravarti and Datta, 1961) sentandose
as’ los precedentes de estudios fitoqu'micos de saponinas para el gZnero.

Los primeros trabajos realizados a la especie C. parqui, reportan la presencia
de varias saponinas aparte del parquin—sido (para el cual se reportan propiedades
hemol'ticas) (Echenique et al., 1942). De los frutos verdes de esta especie se han
obtenido adem¥s la gitogenina y digitogenina (32) y de las hojas se ha aislado la
diallogenina (Bianchi et al., 1963). Estudios posteriores de las hojas reportan un raro
compuesto denominado (25R)-isonuatigenina (33), que se cree, podra servir de
marcador quimiotaxon—mico para la especie (Torres et al., 1988). Los celtimos
estudios demuestran que la acci—n insecticida que posee esta plantaes debida al
flto contenido en saponinas (Chaieb et al., 2007a). Otros estudios reportan la
presencia de saponinas triterpZnicas y |os compuestos parquis—sidos A(34) y B
(35), alos que se les atribuyen propiedades antiinflamat orias (AbdeltGwad et al.,1997,
Baqai et al., 2001).

Laboratorio de Productos Naturales-ULA Laborabire de Pharmacognosie UMIB-UB
|



Los estudios en C. sendterenianum, prueban la existencia de saponinas
spirosttnicas de dos tipos: tri- y tetra-hidroxiladas y (Sajeli and Goyal, 2007). Las
tri -hidroxiladas por lo general presentan grupos BOH en los carbonos C-1 (1), C-2 ($)
o C-3 (1), mientras que las tetra-hidroxiladas presentan un grupo adicional en C -12
('). Compuestos como el 3!-O-$-L-rhamnopiranosil -(1" 2)-O-[! -D-glucopiranosil -
(1" 4)]-! -D-galactopiranosil -5,25(27)-dien-1! ,2$-dihidr—xi-espirostano (36), aislado
de esta especie, mostr— mediana actividad en contrade cZlulas cancer'genas HE60
(7.7 pg/mL) (Haraguchi et al., 1999; Haraguchi et al., 2000). !

Otros estudios relacionados al aislamiento y caracterizaci—n de saponinas
esteroidales en Cestrum, se encuentran resumidos en la Tabla C.

Tabla C. Estudios Fitoqu’'micos Concernientes al Ais lamiento de
Saponinas Esteroidales en Especies deCestrum.

Especie Referencias

Chaieb and Tayeb, 2009; Chaieb et al., 2007b;

C. parqui . .
Chaieb et al., 2006; Chaieb et al., 2005.

Fouad et al., 2008; Ahmad et al., 1993; Karawya et al., 1972;
C. diurnum Roy and Chaterjee, 1968; Chaterjee and Roy, 1964;
Chakravarti et al., 1962.

C. aurantiacum Karawya et al., 1972.

C. purpureum Karawya et al., 1972.

Mimaki et al.,, 2002; Mimaki et al., 2001; Ahmad et al., 1995;
Chan and Muraveva, 1990; Roy and Chaterjee, 1968.

C. nocturnum

C. laevigatum Canham and Warren, 1950.

C. elegans Kereselidze et al., 1970.

C. axillare De Amorin et al., 1992.

C. khuntii Catalan and Tomasini, 1992.

C. sendtenerianum Haraguchi et al., 2000; Haraguchi et al., 1999.

Como se observ— anteriormente, la farmacolog’a de este gZnero se ementra
dotada de un ncemero importante de actividades, como antiinflamator ia,
antipirZtica, antioxidante, citot—xica, antimalfrica, molusci cida, herbicida, etc.
Muchas de estas actividades tienen su origen en el estudio de diversos metabolitos
secundarios aparte de las saponinas esteroidales; estos estudios se encuemntan
resumidos en la tabla D.
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Tabla D. Estudios Fitoqu'micos de Diversos Metaboli tos Secundarios
en Especies de Cestrum.

Especie

SO[eIoUaSd 'Y
SopIofe)y

saplouadia |

soueubi

S02I|—ua4 ‘dwo)

SapIouoAe|H

¢ @ eulwelip

Referencias

C. parqui %

%

S

Fiorentino et al., 2007;
DOabroscat al., 2006; 2005;
2004a; 2004b;
Bianchi et al., 1963;
Mercier and Chevalier, 1914.

% %

C. diurnum

%

%

%

Khaled et al., 2007;
Bhattacharjee et al., 2005;
Mimaki et al., 2001;
Prema and Raghuramulu, 1995;
Hughes et al., 1977;
Krook et al., 1975;
Collins and Halim, 1972; Halim
et al., 1971; Chakravarti et al.,
1963.

C. aurantiacum

%

Politis, 1948.

%

C. purpureum

Karawya et al., 1972.

%| %

C. nocturnum

%

Chandra et al., 2009;
Chattaraj and Sinha, 2004;
Chen et al., 2002;
Mimaki et al., 2001; Buchbauer
etal., 1995; Li et al., 1988;
Collins and Halim, 1972; Halim
etal., 1971; Sadgopal, 1959;
Gupta et al., 1954.

C. elegans

%

Politis, 1948.

C. khuntii

%

Catalan and Tomasini, 1992.

C. hediondium

%

Enrique, 1947.

C. euanthes

%

Nagels et al., 1982.

C. lanatum

%

Turnock et al., 2001.

%

C. auriculatum

Marquez, 1961.
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GfNERO GANOPHYLLUM

Como se mencion— con anterioridad, los estudios fitoqu'micos relacionados
al gZnero Ganophyllum son bastante pobres, existiendo solo algunos reportes,
hecho que se ve reflejado en la poca cantidad de especies quelo conforman.

Se sabe que la especie G. giganteum es frecuentemente buscada por su
madera, la cual es muy utilizada en carpintera y que sus frutos son comestibles
(Delaude et al., 1993). Uno de los primeros estudios fitoqu’micos realizados a est a
planta, revela el asilamiento de tres triterpenos, conocidos como *cido zanhico
(37), su &lactona (38) y el cido medicagenico (39) (Dimbi et al., 1984). Posteriores
estudios revelaron las propiedades citot—xicas del extracto hidroalcoh—Ilico (50%
v/v) de las hojas de esta especie, que ha presentado una notable atividad en contra
de monocitos humanos, con valores IC ;= 1,3 pg/mL (Lamidi et al., 2005).

(38)

HO
“COOH

(39)

Otra especie estudiada ha sido G. falcatum, cuyos extractos polares,
obtenidos de la corteza del frbol, han presentado una potente acci—n termicida
(Yazaki, 1982) en contra de las especies Coptotermes acinaciformis y Nasutitermes
exitiosus, ambas consideradas pestes en paises como Australia, ya que causan
da—os a la madera, que es frecuentemente utilizada como material de construcci—n.
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TAXONOMEA Y MORFOLOGéA DE PHYTOLACCA RUGOSA B. & B.
PHYTOLACCA ICOSANDRA L., CESTRUM RUIZTERANIANU M B. & D. Y

GANOPHYLLUM GIGANTEUM (A.C) & H
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Phytolacca rugosaA. Braun & C. D. BouchZ.

Reino: Plantae
Filo: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Caryophyllales
Familia: Phytolaccaceae
Subfamilia: Orchidoideae
Tribu: Orchideae
GZnero: Phytolacca
Especie: P. rugosa

Morfolog’a:

Sufrcetice de mediano porte. Hojas pecioladas de limbo lanceolado, ramas
estiradas. Inflorescencias en racimos, cortos y compactos, de muchas flores,

dotadas de pedcenculo reducido. Frutos de color rojo.

Phytolacca icosandra L.

Reino: Plantae
Filo: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Caryophyllales
Familia: Phytolaccaceae
Subfamilia: Orchidoi deae
Tribu: Orchideae
GZnero: Phytolacca
Especie: P. icosandra

Morfolog’a:

Sufrcetice frondoso, ramificado que alcanza hasta 3-4 m de altura. Hojas
pecioladas alternas, ramas estiradas. Inflorescencias en espigas hrgas, compactas,
de muchas flores . Frutos de intenso color rojo.
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Cestrum ruizteranianum Benitez & DOArcy.

Reino: Plantae
Filo: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Subfamilia: Cestroideae
Tribu: Cestreae
GZnero: Cestrum
Especie: C. ruizteranianum

Morfolog’a:

Arbusto peque—o con ramas decumbentes. Hojas compuestas imparipinnad as,
con raquis rojizo y fol'olos opuestos, decusados, sentados. Inflorescencia en
racimos axilares. Frutos drupfceos, de rojizos a morados.

Ganophyllum giganteum (A. Chev) Hauman.

Reino: Plantae
Filo: Tracheophyta
Clase: Magnoliopsida
Subclase: Rosidae
Superorden: Rutanae
Orden: Sapindales
Familia: Sapindaceae
GZnero: Ganophyllum
Especie: G. giganteum

Morfolog’a:

Arbol herbfceo, de hojas alternas usualmente estipuladas o pinnadas.
Inflorescencia terminal o axilar. Flores unisexuales, actinomorfas usua Imente
peque—as. Furtos en forma de capsula, baya o fruta, que contienen una o dos
semillas por I—culo.
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HIPITESIS

Como se pudo observar, las saponinas se encuentran entre los principales
metabolitos secundarios biosintetizados por las especies de los gZneros Phytolaccay
Cestrum, as’ como de la familia Sapindaceae, a la cual pertenece el gZnero
Ganophyllum , este hecho aportalas suposici—n de que el estudio fitoqu’mico de las
especies Phytolacca rugosa, Phytolacca icosandra, Cestrum ruizteranianum y
Ganophyllum giganteum , podran arrojar resultados positivos en cuanto a la
obtenci—n de estey otro tipo de compuestos. Mas acen,debido al gran espectro de
propiedades biol—gicas y/o farmacol—gicas que estas sustancias poseen, ede
esperarse ademis, algoen pio de actividad para los compuestos glicosidados que de
estas especies se obtengan.

OBJETIVOS

1. Aislar los principales meta bolitos secundarios de los extractos de media
(CH,CI,) y alta polaridad (H ,O0/MeOH) de las especies Phytolacca rugosa,
Phytolacca icosandra, Cestrum ruizteranianum , encontradas en los Pframos
de Los Andes Venezolanos. As’ como de la especie Afircana Ganophyllum
giganteum.

2. Purificar dichos metabolitos a travZs de las diversas tZcnicas crom atogrificas
disponibles, as’ como otras tZcnicas de solubilidad.

3. Caracterizar dichos metabolitos mediate mZtodos espectrosc—picos,espectro-
mZtricos y sus constantes f'sicas.

4. Obtener derivados qu’micos de los compuestos que se encuentren en mayor
proporci—n, con la finalidad de corroborar sus estructuras qu’micas y/o
estereoqu’mica.

5. De ser posible, realizar pruebas de actividad biol—gica y/o farmacol—gicaa los
compuestos obtenidos.
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RESULTADOS Y DISCUSIIN

Los frutos de Phytolacca rugosa y Cestrum ruizteranianum as’ como la
corteza de Ganophyllum giganteum , una vez secos, Se extrayeron en soluci—n
hidroalcoh—lica MeOH/H,O (7:3) en reflujo por 48 horas con la finalidad de obtener
la mayor cantidad de compuestos de carfcter sapon’nico. Una ciert a cantidad de
cada extracto (10 g) fue preadsorbida en gel de s’lice de fase reversa (RR18) y
sometida a cromatograf'a I'quida de vac’o (VLC) utilizando pa ra ello, tres tipos de
eluyentes: MeOH 100% (fracci—n A), MeOH/H,O0 50% (fracci—n B) y HO 100%
(fracci—n C). Posteriormente, la fraccion B (en todos los casos) fue sometida a
diversos procesos de fraccionamiento y separaci—n Esquema ) utilizando
principalmente la cromatograf’a I'quida de presi—n media (MPLC) en fase normal e
inversa as’ como tZcnicas de exclusi—n de Sephadex LH20.

Esquema I: Procedimiento General Empleado en el Aislamiento,
Separaci—n y Purificaci—n de las Saponinas déhytolacca rugosa,
Cedrum ruizteranianum 'y Ganophyllum giganteum .

De esta manera, se lograron aislar y caracterizar diesciseiscompuestos, de los
cuales: siete pertenecen al grupo de saponinas triterpZnicas, siete al de saponinas
esteroidales y dos triterpenos (Cuadro ).
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En el caso de la especieP. icosandra, la totalidad del extracto hidroalcoh—Ilico
(280 g) fue preabsorbida en gel de s’lice de fase normal y cromatografiado en
columna gruesa de gravedad (percolado), utilizando para ello me zclas de
Hex/EtOAc 0-100% y CH,CI,/MeOH 0-100% como eluyentes. Una vez finalizado el
proceso, se obtuvieron quince (15) subfracciones (A-O). Las subfraciones D
(Hex/CH,CI, 80%, 4.3 g), G (Hex/EtOAc 40%, 1.2 g), | (EtOAc 100% 7.8 g), J
(CH,CI,/MeOH 20%, 5.1 g) y K (CH,CI,/MeOH 40%, 4.9 g) fueron sometidas a
posteriores procesos cromatogrificos, utlizando principalmente colum na de
gravedad y Sephadex LH-20. Se emple— ademifscromatografa TLC de placa
preparativa para la purificaci—n final de algunos productos (Esquema IlI). De las
mecionadas subfracciones, se obtuvieron un total de diez compuestos conformados
por: dos triterpenos, dos lignanos (y sus derivados acetilados), dos esteroides
glicosidados, tres saponinas triterpZnicas y un peltoginoide (Cuadro I) .

Esquema II: Procedimiento General Empleado en el Aislamiento,
Separaci—n y Purificaci—n de Metabolitos Secundari@ de los frutos de
Phytolacca icosandra
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Cuadro I: Productos Aislados de los Frutos de Phytolacca rugosa,
Phytolacca icosandra, Cestrum ruizteranianum 'y
Ganophyllum giganteum

Phytolacca rugosa Braun & BouchZ

Phytolacca icosandra L.
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Cuadro | (Continuaci—n): Productos Aislados de los Frutos de
Phytolacca rugosa, Phytolacca icosandra, Cestrum ruizteranianum 'y
Ganophyllum giganteum
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Cuadro | (Continuaci—n): Productos Aislados de los Frutos de
Phytolacca rugosa, Phytolacca icosandra, Cestrum ruizteranianum 'y
Ganophyllu m giganteum

Cestrum ruizteranianum Benitez & DQ@rcy.
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Cuadro | (Continuaci—n): Productos Aislados de los Frutos de
Phytolacca rugosa, Phytolacca icosandra, Cestrum ruizteranianum 'y
Ganophyllum giganteum

Ganophyllum giganteum (A. Chev) Hauman

OH OH
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Estudio Fitoqu’mico de
Phytolacca rugosaBraun & BouchZ
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Esquema dd Aislamiento y Purificaci—n de Saponinas Trite[pZni cas
de los Frutos de Phytolacca rugosaBraun & BouchZ
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¢ CIDO 3-O-(! -D-GLUCO-PIRANOSIL)-28-0O-! -D-GLUCOPIRANOSIL-SERJGNICO (1):

De las fracciones 31-36, procedentes de la combinaci—n de fracciones OAO y
OA«O, se logr— aislar un s—lido amorfo de color blanco, el cual se rdve como una
mancha pura de color rojo [R = 0.76; sist. solv. CHCI ,/MeOH/H ,0O (65:35:10); P.f.=
+300 C].

A travZs del antlisis de los espectros de RMN-'H (Fig 1B; Tabla 1B,) y RMN-=C
(Fig 1C; Tabla 1C) se logr— inferir, gracias al ncemero y posicn de los metilos
['W/'c= 1.22/28.0 (H-23), 0.91/16.6 (H-24), 0.74/15.2 (H-25), 0.99/17.1 (H-26),
1.21/26.2 (H-27) y 1.11/28.1 (H-29) ppm] as’ como de hidr—genos unidos a grupos
hidroxilos ( ' ;= 3.0 -4.3 ppm), la presencia de un triterpeno tipo oleanano. Mts acen,
al observarse dos dobletes en',,= 4.83 y 6.12 ppm se pudieron confirmar dos
monosaciridos dentro de la molZcula, el esplazamiento de este celtimo a campo bajo
(' 4/ ¢ = 6.12/95.3 ppm) indic— que el mismo se encontraba unido a un grupo Zster.
Las constantes de acoplamiento exhibidas por ambos dobletes (£ 5.2 y 5.6 Hz)
fueron congruentes con una disposici—n axial de los hidr—genos anomZricos, con b
gue la posici—n de ambos azucares se concluy— beta ).

Figura 1A: Espectro FAB-MS del
ccido 3 -O-! -glucopir anosil-28-O-! -D-glucopiranosil -serjtnico (1)
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|



El espectro de FAB-MS (Fig. 1A), present— un ion molecular de m/z= 823, el
cual es congruente con una f—rmula molecular de C,j;HgO,s. ElI patr—n de
fraccionamiento de dicho espectro, mostr— ademis dos picos en m/z= 661 y
m/z= 499, correspondientes a la pZrdida de dos grupos glucosa o galactosa
(162 u.m.a) y a su correspondiente aglicona triterpZnica ( m/z= 499), esto fue se—al
inequ’voca de que se trataba de una saponina triterpZni ca con dos hexosas unidas.

El estudio detallado de los espectros bidimensionales HSQC (Fig. 1E) y
HMBC (Fig. 1F) permiti— ubicar la posici—n de los dos grupos carbonlos en C-28
(= 176.1 ppm) y C-30 (.= 177.0 ppm), mediante las correlaciones C-30(
H-29( C-20y C-17( H-18( C-28. La interacci—ndel grupo carbonilo en C -30 con un
metoxilo (' ,/' .= 3.56/51.6 ppm) indic— la presencia de un Zster metilado en esta
posici—n. La presencia de un prot—n olef'nico en' = 5.58 ppm (H -12), el cual
interacciona en HMBC con un carbono hibridado sp ? en ' .= 143.5 ppm (C -13)
indic— que la aglicona presentaba un doble enlace entre los carbonos G12 y C-13, el
cual es comeen en esqueletos tipo oleanano. Ambos grupos funcionales en G12 y
C-30 ademis del pico observado en m/z= 499, confirmaron que el triterpeno en
cuesti—n era elfcido serjfnico (Savoir and Tursch, 1967; Morales et al., 1978;
Alvarado et al., 1981).

Mediante el anflisis del espectro TOCSY (Fig. 1D) se pudo conocer la
secuencia de hidr—genos que confomaban las unidades de azoecar, segoen las
correlaciones de los protones anomZricos con cada uno de los protones
pertenecientes a dicha unidad y aunado al antlisis del espectro R MN-'H, se pudo
conocer la disposici—n de cada uno de los protones involucrados. Las interacciones
ROESY entre los protones anomZricos H-10/100 con sus respectivos protonesSEBO0 y
H-50/500 fue se—al ineguca de la presencia de dos grupos glucosas Glc) (Fig. 1G),
corroborado por los valores ', reportados en la literatura (Colli ns & Ferrier, 1998)
para este tipo de unidad. La posici—n de ambos azucares en la molZcula pudo
determinarse mediante las interacciones HMBC que presentaron los p rotones
anomZricos con los carbonos C-3 y C-28, se dedujo entonces que el glic—sido era de
carfcter bidesmos’dico. La estructura gruesa del compuesto (1) se elucido entonces
como un triterpeno tipo fcido serjtnico glucosidado en las posiciones C -3y C-28.

La estereoqu’mica del Zster metlico en C-30, la disposici—n cis en la fusi—n
de los anillos D y E del triterpeno y la confirmaci—n de la disposici—n de los
hidr—genos anomZricos, pudieron determinarse mediante el antlisis del espectro
ROESY (Fig. 1G) atravZs de las interacciones espaciales: H3( H-23( H-5( H-9( H-27
y H-24( H-25( H-26. La interacci—n etre H-29 y H-18 no fue observada, por lo que
la disposici—n para este celtimo se confirm— betd §.
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Figura 1B: Espectro de RMN-'H (C,D;N, 600 MHz) del
ccido 3-O-(! -p-glucopiranosil) -28-O-! -D-glucopiranosil -serjfnico (1)

Tabla 1B. Desplazamientos Qu'micos (') en el RMN-'H

(C,D;N, 600 MHz) del ¢cido 3 -O-(! -D-glucopiranosil)
-28-0-! -D-glucopiranosil -serjfnico (1)

H H-3 H-5 H-9 H-12 H-18 H-23
" (ppm) 3.32 0.69 1.53 5.51 3.12 1.22
m dd d m t dd S
J(Hz) 2.8/7.6 8.0 - - 3.6/13.2 -
H H-24 H-25 H-26 H-27 H-29 H-31
" (ppm) 0.91 0.74 0.99 1.21 1.11 3.56
m S S S S S S
J(Hz) - - - - - -
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Tabla 1B. Desplazamientos Qu’micos (') en el RMN-'H
(C,D;N, 600 MHz) del ¢cido 3 -O-(! -D-glucopiranosil)

-28-0-! -D-glucopiranosil -serjtnico (1)

3-O-! -pD-Glucosa
H H-10 H-20 H-30 H-40 H-50 H-60
" (ppm) 4.83 3.96 4.22 4.09 3.93 4.26/4.46
m d dd m m m dd/dd
J(Hz) 5.2 - - 6.0 - -
28-0O-! -p-Glucosa
H H-100 H-200 H-300 H-400 H-500 H-600
" (ppm) 6.12 4.09 4.20 4.22 3.90 4.24/4.28
m d dd m m m dd/dd
J(Hz) 5.6 - - - - -

Figura 1C: Espectro de RMN-C (C,D;N, 150 MHz) del
ccido 3-O-(! -p-glucopiranosil) -28-O-! -D-glucopiranosil -serjfnico (1)
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Tabla 1C. Desplazamientos Qu’'micos (') en el RMN-*3C
(CsDsN, 150 MHz) de la Genina del ¢cido 3 -O-(! -D-glucopiranosil)
-28-0O-! -D-glucopiranosil -serjfnico (1)
C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7
" (ppm) | 38.4 27.9 88.8 39.1 55.5 18.6 32.8
tipo -CH,- | -CH,- |>CH-O-| >C< >CH - -CH,- -CH,-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14
" (ppm) | 39.5 47.6 36.6 23.4 123.3 143.5 41.7
tipo >C< >CH - >C< -CH,- =CH - >C= >C<
C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 C-21
' (ppm) | 28.1 23.2 46.3 42.8 42.1 43.7 30.2
tipo -CH,- -CH,- >C< >CH - -CH,- >C< -CH,-
C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 C-28
' (ppm) | 33.6 28.0 16.6 15.2 17.1 26.2 176.1
tipo -CH,- -CH, -CH, -CH, -CH, -CH, | -O-C=0
C C-29 C-30 C-31 T™MS
_(ppm) 28.1 177.0 516 como referencia interna
tipo -CH, | -O-C=0 | -OCH,

Tabla 1C. Desplazamientos Qu’'micos (') en el RMN-*3C
(CsDsN, 150 MHz) de los Azcecares del ¢cido 3-O-(! -D-glucopiranosil)

3-0O-! -D-Glucosa

-28-0O-! -D-glucopiranosil -serjfnico (1)

C c-10 c-20 c-30 Cc-40 c-50 c-60
" (ppm) 106.3 75.2 78.0 71.2 77.7 62.4
tipo -O-CH-O-| >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | -CH,-O-
28-0O-! -D-Glucosa
C Cc-1006 Cc-200 C-300 Cc-400 c-500 c-600
" (ppm) 95.3 73.4 78.1 70.4 78.7 61.4
tipo -O-CH-O-| >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | -CH,-O-
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Figura 1D: Espectro TOCSY (C,D:N) del
ccido 3-O-(! -p-glucopiranosil) -28-O-! -D-glucopiranosil -serjfnico (1)
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Figura 1E: Espectro HMQC (C,D:N) del
ccido 3-O-(! -p-glucopiranosil) -28-O-! -D-glucopiranosil -serjfnico (1)
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Figura 1F: Espectro HMBC (C,D;N) del
ccido 3-O-(! -p-glucopiranosil) -28-O-! -D-glucopiranosil -serjfnico (1)
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Figura 1G: Espectro ROESY (GD:N) del
ccido 3-O-(! -p-glucopiranosil) -28-O-! -D-glucopiranosil -serjfnico (1)

Finalmente, se pudo concluir que la estructura del compuesto en estud io
correspond’a a la del Zfcido 3-O-(!-p-glucopiranosil)-28-O- ! -D-glucopiranosil-
serjfnico (1), el cual ha sido obtenido con anterioridad de Phytolacca thyrsiflora
(Haraguchi et al., 1988) y se reporta en este estudio por primera vez para la especie
Phytolacca rugosa.
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Figura 1G (continuaci—n): Espectro ROESY (GD:N) del
ccido 3-O-(! -p-glucopiranosil) -28-O-! -D-glucopiranosil -serjfnico (1)

3-O-! -D-Glucosa

28-0-! -D-Glucosa o
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¢cido 3 -O-(! -D-glucopiranosil) -28-O-! -D-glucopiranosil -serjtnico (1)

29

HsC
GEZEy HiC,
/,,

1 o= 17.1/0.99(s)

(1 cn= 95.3/6.12(d, 5.6 Hz) i

F.M.= C43H 68015

P.M.= 824 g/mol




¢ ciDO 3-O-[! -D-GLUCOPIRANOSIL (1" 2)-! -D-GLUCOPIRANOSIL] 28-O-! -D-GLUCO-
PIRANOSIL-SERJGNICO (2):

De las fracciones 53-66, obtenidas de la reuni—n OIVO por cromatograd
MPLC, se aisl— un s—lido color blanco el cual se revel— en placa deLT como una
mancha pura de coloraci—n roja [R = 0.5, sist. solv. CHCI ,/MeOH/H,0O (65:35:10);
P.f.=+300 C]].

El antlisis del espectro HR-ESI-MS (Fig. 2A) del compuesto (2) mostr— un
ion molecular de m/z= 985, que corresponde a una f—rmula molecular de C,4H,30,,.
El patr—n de fragmentaci—n present— picos en/z= 823, m/z= 661y m/z= 500, que
mostraban la pZrdida consecutiva de tres (3) unidades de hexosa (162 u.m.a).
Mediant e el estudio de los espectros de RMN-'H (Fig. 2B; Tabla 2B), RMN-*C (Fig.
2C; Tabla 2C), TOCSY (Fig. 2D) y HMBC (Fig. 2F) se pudo obsewar ademits que la
mayor’a de las se—ales e interacciones observadas en(2), coincid’an perfectamente
con las observadas para el compuesto (1), con excepci—n de una unidad adicional
de hexosa, lo que sugiri— que se trataba en principio de un derivado glicosidado del
compuesto (1).

Figura 2A: Espectro HR-ESI-MS del ¢cido 3 -O-[! -D-glucopiranosil
(1" 2)-! -p-glucopiranosil] 28 -O-! -b-glucopiranosil -serjtnico (2)

OH
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Figura 2B: Espectro de RMN-'H (C,D;N, 400 MHz) del ccido
3-O-[! -D-glucopiranosil (1 " 2)-! -D-glucopiranosil]
28-0O-! -p-glucopiranosil -serjtnico (2)

Tabla 2B. Desplazamientos Qu’micos (#) en el RMN-'H

(C,D;N, 600 MHz) de la Genina del ¢cido 3 -O-[! -D-glucopiranosil

(1" 2)-! -p-glucopiranosil] 28 -O-! -b-glucopiranosil -serjfnico (2)

H H-3 H-5 H-9 H-12 H-18 H-23
# (ppm) 3.28 0.73 1.60 5.54 3.22 1.29

m dd d dd t dd S
J(Hz2) 4.5/11.8 11.8 10.1/10.5 3.7 3.7/13.4

H H-24 H-25 H-26 H-27 H-29 H-31
# (ppm) 1.10 0.84 1.08 1.27 1.20 3.60

m S S S S S S
J(Hz) - - -

Laboratorio de Productos Naturales-ULA

Laborabire de Pharmacognosie UMIB-UB



(o}
iy

Tabla 2B. Desplazamientos Qu’micos (!) en el RMN-'H
(C,D.N, 600 MHz) de los Azcecares del¢cido 3 -O-[" -D-glucopiranosil
(1# 2)-"-p-glucopiranosil] 28 -O-"-D-glucopiranosil -serjfnico (2)

3-O-"-p-Glucosa
H H-10 H-20 H-30 H-40 H-50 H-60
' (ppm) 4.90 4.22 4.30 4.13 3.96 4.46/4.52
m d m m m at dd/dd
J(Hz) - - - - 3.7/9.7 -/10.2
2@0-" -p-Glucosa
H H-100 H-200 H-300 H-400 H-500 H-600
' (ppm) 5.35 4.09 4.22 4.27 3.90 4.36/4.44
m d dd m m at da/dd
J(Hz) 7.3 8.9/14.6 - - 2.8/7.3 3.3/11.8
28-0O-"-p-Glucosa
H H-1000| H-2000 H-300d H-4004 H-5000 H-6000
' (ppm) 6.27 4.16 4.24 4.34 3.90 4.33/4.36
m d m m m at dd/dd
J(Hz) 8.1 - - - 2.8/7.3 4.0/11.4

Al analizar las se—ales que conforman a la unidad de azcecar adicional, se
pudo observar, gracias al espectro de masas y a la presencia de un grupo
oximetilZnico en !,/! .= 4.36, 4.44/62.8 ppm, que se trataba de un posible grupo
glucosa o galactosa. Debido a la superposici—n de las se—ales en el egztro de
RMN-*H se hizo difcil confirmar la multiplicidad del prot—n H- 400, sin embargo, la
comparaci—n de los valores de desplazamiento de los hidr—genos y carbonoson los
observados en la literatura (Hostettmann and Marston, 1995; Haraguch i et al., 1988;
Treyvaud et al., 2000) as’ como las correlaciones ROESY, clasificaron a esta tecera
unidad como un grupo glucosa (GlIc).

Las interacciones HMBC (Fig. 2F) permitieron conocer las cone xiones
interglicos’dica de los azucares y gracias a los cruces entre las se-ales H-1&0C-20 y
C-1@0H-20, se determin— una sustitucion GK *Glc para la cadena ubicada en C-3.
Se concluy— de esta manera que el compuesto en cuesti—n era el fcid8-O-["-D-
glucopiranosil (1 # 2)-"-p-glucopiranosil] 28-O- " -b-glucopiranosil-serjtnico ((2),
aislado de los frutos de Phytolacca thyrsiflora y P. icosandra (Haraguchi et al., 1988;
Treyvaud et al., 2000) y se reporta por primera vez para la especie P. rugosa
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Figura 2C: Espectro de RMN-C (C,D;N, 150 MHz) del
ccido 3 -O-[! -p-glucopiranosil (1 " 2)-! -D-glucopiranosil]

28-0O-! -p-glucopiranosil -serjtnico (2)

Tabla 2C. Desplazamientos Qu’'micos (#) en el RMN-*3C
(CDN, 150 MHz) de la Genina del ¢cido 3 -O-[! -D-glucopiranosil
(1" 2)-! -p-glucopiranosil] 28 -O-! -p-glucopiranosil -serjtnico (2)

C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7
# (ppm) 38.7 26.5 89.0 39.5 55.9 18.5 33.2
tipo -CH,- | -CH,- |>CH-O-| >C< >CH - -CH,- -CH,-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14
# (ppm) 39.9 48.0 36.9 23.7 123.8 143.8 42.0
tipo >C< >CH - >C< -CH,- =CH - >C= >C<
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C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 C-21
I (ppm) 28.2 23.5 46.5 43.2 42.5 44.0 30.6

tipo -CH,- -CH,- >C< >CH - -CH,- >C< -CH,-

C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 C-28
' (ppm) 34.0 28.3 16.8 15.5 17.4 26.1 176.0

tipo -CH,- | -CH, -CH, -CH, -CH, -CH, | -0-C=0
ooy | 280 [ 1769 | o1t e

como referencia interna
tipo -CH, |-O-C=0 | -OCH,

Tabla 2C. Desplazamientos Qu’'micos (!) en el RMN-*3C
(C,DcN, 150 MHz) de los Azcecares degcido 3 -O-[" -D-glucopiranosil
(1# 2)-"-p-glucopiranosil] 28 -O-" -D-glucopiranosil -serjtnico (2)

3-0O-"-D-Glucosa
C c-10 c-20 Cc-30 Cc-40 Cc-50 Cc-60
I (ppm) 105.0 83.3 78.1 71.6 77.9 62.8
tipo -O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- >CH-O- | >CH-O- | -CH,-O-
2@D-" -D-Glucosa
C C-100 C-200 C-300 C-400 C-500 Cc-600
I (ppm) 105.9 77.0 78.4 71.0 77.9 62.8
tipo -O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- >CH-O- | >CH-O- | -CH,-O-
28-0O-"-D-Glucosa
C C-1004 2004 C-3000] 4000, 5000 c-600G
I (ppm) 95.8 74.1 78.8 71.8 79.3 62.0
tipo -O-CH-O-| >CH-O- | >CH-O- >CH-O- | >CH-O- | -CH,-O-
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Figura 2D: Espectros *H-'H COSY y TOCSY (C,D:N) del
ccido 3-O-[! -D-glucopiranosil (1 " 2)-! -D-glucopiranosil]
28-0O-! -p-glucopiranosil -serjtnico (2)

COSY

TOCSY
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Figura 2E: Espectro HMQC (C,D;N) del ¢cido 3 -O-[! -D-glucopiranosil
(1" 2)-! -p-glucopiranosil] 28 -O-! -b-glucopiranosil -serjtnico (2)
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Figura 2F: Espectro HMBC (C,D.N) del ¢cido 3 -O-[! -D-glucopiranosil
(1" 2)-! -p-glucopiranosil] 28 -O-! -b-glucopiranosil -serjtnico (2)
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ccido 3 -O-[! -p-glucopiranosil (1 " 2)-! -D-glucopiranosil] 28 -O-! -b-glucopiranosil -serjtnico (2)

29
! om= 28.3/1.20(s) H 3C/,
/,'

C9H7802

986 g/mol




¢ CIDO 3-O-[! -D-GALACTOPIRANOSIL (1" 3)-! -D-GLUCOPIRANOSIL], 28-O-! -D-GLUCO-
PIRANOSIL-SERJGNICO (3):

El compuesto (3) se obtuvo de las fracciones 30-46 de la reunion ODO, de la
cromatograf’a general. Se aisl— como un s—Ilido amorfo de coloraci—n bi&a, el cual
revel—en placa TLC como un compuesto puro color rojo [R = 0.59; sist. solv.
CHCI,/MeOH/H,O (65:35:10); P.f.= +300 C]. El espectro de masas FAB (Fig. 3A)
present— el mismo ion molecular (m/z= 985) y el mismo patr—n de fraccionamiento
(m/z= 823, 661 y 499) que el compuesto (2), segoen esto, se pudo inferir que el
compuesto en estudio era de igual forma, un triterpeno con tres grupos hexosa; a
pesar de ello, los R, de ambos compuestos resultaron ser diferentes, por lo que se
concluy— que las unidades de hexosa deban ser diferentes o bien estar unidas de
manera distinta en el compuesto (3).

Los datos aportados por los espectros de RMN'H (Fig. 3B; Tabla 3B) y RMN-*C
(Fig. 3C; Tabla 3C) confirmaron lo predicho anteriormente par a la estructura (3), ya
gue se obsenaron muchas similitudes, con excepci—n de algunas se-—ales
adicionales, representativas de protones pertenecientes a un grupo galactosa (Gal).

Figura 3A: Espectro FAB-MS del ccido 3 -O-[! -p-galactopiranosil
(1" 3)-! -p-glucopiranosil] 28-O-! -p-glucopiranosil -serjtnico (3)
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Figura 3B: Espectro de RMN-'H (C,D;N, 600 MHz) del
ccido 3-O-[! -p-galactopiranosil (1" 3)-! -D-glucopiranosil]
28-0-! -D-glucopiranosil -serjfnico (3)

Tabla 3B. Desplazamientos Qu’micos (#) en el RMN-'H

(C,D;N, 600 MHz) de la Genina del ¢cido 3 -O-[! -p-galactopiranosil
(1" 3)-! -p-glucopiranosil] 28-O-! -p-glucopiranosil -serjtnico (3)

H H-3 H-5 H-9 H-12 H-18 H-23
# (ppm) 3.30 0.69 1.53 5.51 3.13 1.21
m dd d dd t dd S
J(Hz) 2.4/5.2 8.0 5.2/6.4 3.7 -/9.2
H H-24 H-25 H-26 H-27 H-29 H-31
# (ppm) 0.89 0.72 0.98 1.21 1.14 3.57
m S S S S S S
J(Hz) - - - -
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Tabla 3B. Desplazamientos Qu’'micos (!) en el RMN-'H
(C,D;N, 600 MHz) de los Azcecares delccido 3 -O-[" -D-galactopiranosil
(1# 3)-"-D-glucopiranosil] 28-O-"-b-glucopiranosil -serjtnico (3)

3-O-"-D-Glucosa
H H-10 H-20 H-30 H-40 H-50 H-60
' (ppm) 4.81 3.94 4.21 3.96 3.88 4.23/4.26
m d dd m m m m
J(Hz) 5.2 5.6 - - - -
360-" -p-Galactosa
H H-100 H-200 H-300 H-400 H-500 H-600
' (ppm) 5.17 4.42 4.22 4.36 4.04 4.17/4.36
m d dd m d m m
J(Hz) 5.2 4.1 - 5.6 - -
28-0O-"-D-Glucosa
H H-1004 H-2000 H-3004 H-4004 H-500( H-6000
' (ppm) 6.11 4.09 4.20 4.07 3.86 4.19/4.35
m d dd m m m m
J(Hz) 5.6 - - - - -

El espectro *H-'H COSY (Fig. 3D) mostr— correlaciones del prot—n anomZrico
H-100 enh,= 5.17 ppm con su correspondiente hidr—geno H-200 (= 4.42 ppm) y
este a su vez con H-30®,€ 4.07 ppm), sin embargo, la correlaci—n H3GPOH-400 no
pudo ser observada. Esto, unido al desplazamiento a campo inusualmente bajo de
los protones H-40Q (= 4.36 ppm) y H-200!(,= 4.42 ppm) llev— a la conclusi—n de
gue se trataba de un grupo galactosa (Streefkerk et al., 1973; Mac’as et al., 2010;
Collins & Ferrier, 1998).

Las interacciones HMBC (Fig. 3F) H-1&0C-30 y H-BC-100 permitieron
establecer el patr—n de enlace entre las hexosas ubicadas erel C-3 del tipo:
Gal# ®Glc. Este hecho se vio apoyado gracias al desapantallamiento obsavado en el
carbono C-30 &= 87.8 ppm, caracter’stico de glucosas sustituidas en esta posici—n
(Agrawal, 1992; Agrawal and Rastogi, 1974).

Finalmente, se reconoci— el compuesto(@) como el fcido 3-O-["-D-galacto-
piranosil (1# 3)-"-p-glucopiranosil] 28-O-"-bD-glucopiranosil-serjtnico, el cual fue
aislado por primera vez de la especie Phytolacca bogotensis (Nielsen et al., 1995) y
es reportado en este estudio por primera vez de los frutos de P.rugosa
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Figura 3C: Espectro de RMN-C (C,D:;N, 150 MHz) del

ccido 3 -O-[! -p-galactopiranosil (1" 3)-! -D-glucopiranosil]

28-0-! -D-glucopiranosil -serjfnico (3)

C

Tabla 3C. Desplazamientos Qu’'micos (#) en el RMN-*3C
(CDcN, 150 MHz) de la Genina del ¢cido 3 -O-[! -p-galactopiranosil
(1" 3)-! -p-glucopiranosil] 28-O-! -p-glucopiranosil -serjtnico (3)

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7
# (ppm) 38.4 26.1 88.9 39.1 55.5 18.6 32.7
tipo -CH,- -CH,- | >CH -O- >C< >CH - -CH,- -CH,-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14
# (ppm) 39.5 47.6 36.5 23.2 123.1 143.5 41.7
tipo >C< >CH - >C< -CH,- =CH - >C= >C<
C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 C-21
# (ppm) 27.9 23.4 46.3 42.8 42.1 43.7 30.1
tipo -CH,- -CH,- >C< >CH - -CH,- >C< -CH,-
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C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 C-28
I (ppm) 33.6 27.9 16.7 15.2 171 25.7 176.1
tlpO -CHz' 'CH3 'CH3 -CH3 -CH3 -CH3 'O'C:O
C C-29 C-30 C-31 ™S
I
! (ppm) 28.0 177.0 51.6 como referencia interna
tipo -CH, |-O-C=0 | -OCH,

Tabla 3C. Desplazamientos Qu’'micos (!) en el RMN-*3C
(CDgN, 150 MHz) de | os Azcecares dekcido 3 -O-[" -D-galactopiranosil
(1# 3)-"-D-glucopiranosil] 28-O-"-b-glucopiranosil -serjtnico (3)

3-0O-"-D-Glucosa
C c-10 c-20 C-30 c-40 c-50 c-60
I (ppm) 105.6 74.1 87.8 69.6 78.6 61.4
tipo -O-CH-O-| >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | -CH,-O-
300-"-p-Galactosa
C C-106| c-200 C-300 C-400 C-500 Cc-600
I (ppm) 105.6 72.4 74.4 69.4 76.8 62.0
tipo -O-CH-O-| >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | -CH,-O-
28-O-"-D-Glucosa
C C-100g 2004 c-30006| 400 c5000 6000
I (ppm) 95.3 73.4 77.9 70.3 77.1 61.7
tipo | -O-CH-O-| >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | -CH,-O-
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Figura 3D: Espectros TOCSY y'H-'H COSY (G,D:N) del
ccido 3-O-[! -p-galactopiranosil (1" 3)-! -D-glucopiranosil]
28-0-! -D-glucopiranosil -serjfnico (3)
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Figura 3E: Espectro HMQC (C,D:N) del
ccido 3 -O-[! -p-galactopiranosil (1" 3)-! -D-glucopiranosil]
28-0-! -D-glucopiranosil -serjfnico (3)
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Figura 3F: Espectro HMBC (C.,D;N) del
ccido 3-O-[! -p-galactopiranosil (1" 3)-! -D-glucopiranosil]
28-0-! -D-glucopiranosil -serjfnico (3)
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ccido 3 -O-[! -p-galactopiranosil (1" 3)-! -D-glucopiranosil] 28-O-! -D-glucopiranosil -serjfnico (3)

< | = 95.3/6.11 (d, 5.6 Hz)b

1 N
HeC CHg

27 3
24

OH
F.M.= Cy9H75020

OH (1 ci=105.6/5.17(d, 5.2 Hz) i Pl M = 986 g/m OI




¢ CIDO 3-O-[! -D-GLUCOPIRANOSIL (1" 3)-! -D-GALACTOPIRANOSIL (1" 3)-! -D-GLUCO-
PIRANOSIL], 28-O-! -D-GLUCOPIRANOSIL-SERJGNICO (4):

De las fracciones 55-63 de la combinaci—n de reuniones OEO y OC«O de la
cromatograf’a general, se obtuvo un s—Ilido color blanco el cual revelaba en placa
TLC como una mancha pura de color rojo [R = 0.43; sist. solv. CHCI ,/MeOH/H,0O
(65:35:10); P.f.=+300 ;C].

El espectro de HR-ESI-MS (Fig. 4A) present— un ion molecular de
m/z= 1147.8, el cual se corresponde con una sustancia de f—rmula molecular
C.sHgO,s, €l patr—n de fragmentaci—n present— picos em/z= 986.1 y m/z= 823.9,
asignables a la pZrdida de dos grupos hexosa (162 u.m.a). El posterior antlisis de
los espectros de RMN-'H (Fig. 4B; Tabla 4B) y RMN-*C (Fig. 4C; Tabla 4C)
advirtieron la presencia de otras dos unidades monosaciridas.

Figura 4A: Espectro HR-ESI-MS del
ccido 3 -O-[-! -D-glucopiranosil (1" 3)-! -pD-galactopiranosil
(1" 3)-! -p-glucopiranosil] 28-O-! -p-glucopiranosil -serjtnico (4)
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Figura 4B: Espectro de RMN-'H (C,DgN, 600 MHz) del
ccido 3-O-[-! -D-glucopiranosil (1" 3)-! -D-galactopiranosil
(1" 3)-! -p-glucopiranosil] 28-O-! -p-glucopiranosil -serjtnico (4)

Tabla 4B. Desplazamientos Qu’micos (#) en el RMN-'H
(C,D;N, 600 MHz) de la Genina del ¢cido 3 -O-[-! -D-glucopiranosil
(1" 3)-! -p-galactopiranosil (1" 3)-! -D-glucopiranosil]

28-0-! -D-glucopiranosil -serjfnico (4)

H H-3 H-5 H-9 H-12 H-18 H-23
# (ppm) 3.37 0.80 1.64 5.59 3.24 1.32
m dd d t t dd S
J(Hz) 4.1/11.4 11.8 8.7 3.7 3.7/10.6
H H-24 H-25 H-26 H-27 H-29 H-31
# (ppm) 1.01 0.85 1.11 1.30 1.22 3.61
m S S S S S S
J(Hz) - - - -
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Tabla 4B. Desplazamientos Qu’micos (!) en el RMN-'H
(C,D;N, 600 MHz) de los Azcecares delc¢c ido 3-O-[-" -D-glucopiranosil
(1# 3)-"-p-galactopiranosil (1# 3)-"-D-glucopiranosil]

28-0-" -D-glucopiranosil -serjfnico (4)

3-O-"-D-Glucosa
H H-10 H-20 H-30 H-40 H-50 H-60
' (ppm) 4.88 4.02 417 4.07 3.90 4.28/4.48
m d m m m m m
J(HZz) - - - - - -
360-" -p-Galactosa
H H-100 H-200 H-300 H-400 H-500 H-600
' (ppm) 5.23 4.67 4.28 4.69 4.09 4.28/4.38
m d m m m m m
J(Hz) 7.7 - - - - -
300-"-p-Glucosa
H H-1004 H-2000 H-3004 H-4004 H-500( H-6000
' (ppm) 5.37 4.42 4.27 4.22 3.98 4.38/4.44
m d m m m m m
J(Hz) 7.7 - - - - -
28-O-"-D-Glucosa
H H-100d H-2000 H-3000 H-4000 H-5000 H-6000(
' (ppm) 6.30 417 4.25 4.36 3.97 4.28/4.38
m d m m m m m
J(Hz) 8.1 - - - - -

El estudio en profundidad de los espectros de RMN- '*H y RMN-*3C, indic— la
presencia de cuatro se-ales ( /! .= 4.88/106.4, 5.23/105.9, 5.37/106.3 y 6.30/95.8
ppm) correspondientes a los hidr—genos y carbonos anomZricos de cuatro unidades
de hexosa. Los mismos, presentaron correlaciones TOCSY (Fig. 4D) con cada uno de
los protones pertenecientes a cada unidad y sus interacciones se corroboraron
mediante el antlisis de los espectros COSY (Fig. 4D) y HMBC (Fig. 4F). Nuevamente
se observaron desplazamientos a campo bajo para los protones H-206,€ 4.67 ppm)
y H-400 (= 4.69 ppm) lo que indic— la presencia de un grupo galactosa (Gal),
confirmado ademis por la interacci—n ROE entre H1&OH-40&| resto de las se—ales
fueron confirmadas como tres grupos glucosa (Glc).
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Figura 4C: Espectro de RMN-C (C,D:;N, 150 MH z) del
ccido 3 -O-[-! -D-glucopiranosil (1" 3)-! -pD-galactopiranosil

(1" 3)-! -p-glucopiranosil] 28-O-! -p-glucopiranosil -serjtnico (4)

Tabla 4C. Desplazamientos Qu’'micos (#) en el RMN-*3C

(CDgN, 150 MHz) de la Genina del ¢cido 3 -O-[-! -D-glucopiranosil

(1" 3)-! -p-galactopiranosil (1" 3)-! -D-glucopiranosil]
28-0-! -D-glucopiranosil -serjfnico (4)

C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7
# (ppm) 38.7 26.5 89.0 39.5 55.8 18.6 33.2
tipo -CH,- | -CH,- | >CH-O-| >C< >CH - -CH,- -CH,-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14
# (ppm) 40.0 48.1 37.0 23.8 123.1 143.9 42.1
tipo >C< >CH - >C< -CH,- =CH - >C= >C<

Laboratorio de Productos Naturales-ULA

Laborabire de Pharmacognosie UMIB-UB



8

iy

C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 C-21
| (ppm) | 28.4 23.6 46.6 43.2 425 44.0 30.6
tipo -CH,- -CH,- >C< >CH - -CH,- >C< -CH,-
C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 C-28
' (ppm) 34.0 28.2 17.0 15.6 17.5 26.1 176.1
tipo -CH,- -CH, -CH, -CH, -CH, -CH, | -0-C=0
C C-29 C-30 C-31
I (ppm) 28.4 176.9 51.7 TMS- ;
como referencia interna
tipo -CH, | -O-C=0 | -OCH,

Tabla 4C. Desplazamientos Qu’'micos (!) en el RMN-*3C
(CDsN, 150 MHz) de los Azcecares delgcido 3 -O-[-" -D-glucopiranosil
(1# 3)-"-bp-galactopiranosil (1# 3)-"-D-glucopiranosil]

28-O-" -D-glucopiranosil -serjtnico (4)

3-O-"-D-Glucosa

C c-10 c-20 c-30 c-40 c-50 c-60
I (ppm) 106.4 74.5 88.9 69.8 77.9 62.0
tipo -O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | -CH,-O-
360-"-p-Galactosa
C Cc-1006 c-200 C-300 C-400 Cc-500 c-600
I (ppm) 106.0 72.1 84.6 69.7 77.1 62.1
tipo -O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | -CH,-O-
300-"-p-Glucosa
C C-1000| c-2006(¢ 300G c4060Fg c-5004 Cc-6000
I (ppm) 106.3 75.9 78.4 71.6 78.6 62.7
tipo -O-CH-O- | >CH-O-| >CH-O- | >CH-O- | >CH -O- -CH,-O-
28-0O-"-p-Glucosa
C C-1000¢ c-2006¢ c-30049 c4009 5000 Cc-6000
I (ppm) 95.8 74.2 79.3 71.1 78.9 62.1
tipo -O-CH-O- | >CH-O-| >CH-O- | >CH-O- | >CH -O- -CH,-O-

La posici—n de los azucares, as’ como la conexi—n interglicos’dica, seobserv—
en el HMBC, mediante los cruces: C-28% H-10000$G4310; C-BOH-300, HA.@-30;

el carbono C-3 de la molZcula como: Glc# Gal# °Glc.
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Figura 4D: Espectros TOCSY y*'H-'H COSY (C,D:N) del
ccido 3 -O-[-! -D-glucopiranosil (1" 3)-! -D-galactopiranosil
(1" 3)-! -p-glucopiranosil] 28-O-! -p-glucopiranosil -serjtnico (4)

Se concluy— finalmente que el compuesto en estudio era el fcido 3-O{! -D-
glucopiranosil (1 " 3)-! -p-galactopiranosil (1" 3)-! -D-glucopiranosil] 28-O-! -D-gluco-
piranosil-serjtnico ((4), reportado anteriormente por Nielsen y colaboradores de la
especie Phytolacca rivinoides (Nielsen et al.,, 1995). De igual forma que los
compuesto anteriores, (4) se reporta por primera vez para la especie P. rugosa

Laboratorio de Productos Naturales-ULA Laborabire de Pharmacognosie UMIB-UB
|



83

Figura 4E: Espectro HMQC (C,D:N) del
ccido 3-O-[-! -D-glucopiranosil (1" 3)-! -pD-galactopiranosil
(1" 3)-! -p-glucopiranosil] 28-O-! -p-glucopiranosil -serjtnico (4)
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igura 4 : Espectro HM C (C,D:N) del
ccido 3-O-[-! -D-glucopiranosil (1" 3)-! -pD-galactopiranosil
(1" 3)-! -p-glucopiranosil] 28-O-! -p-glucopiranosil -serjtnico (4)

Laboratorio de Productos Naturales-ULA Laborabire de Pharmacognosie UMIB-UB



! 85

ccido 3 -O-[-! -D-glucopiranosil (1" 3)-! -pD-galactopiranosil (1" 3)-! -D-glucopiranosil] 28-O-! -D-
glucopiranosil -serjtnico (4)

30 31
COOCH,4

X ——I o= 51.7/3.61(s)

CH,OH

29
HiC,,

OH

o= 95.8/6.30 (d 8.1 Hz)

OH
OH

OH \ OH 1050/523(d 7.7 Hz)
OH

F.M.= 055H88025
1053/537<d 7.7 H2) P.M.= 1.148 g/mOI
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Estudio Fitoqu'’mico de
Phytolacca icosandra L.
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Esquema dd Aislamiento y Purificaci—n de Metabolitos Secundar ios
de los Frutos de Phytolacca icosandra L.
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G CIDO SPERGULAGFNICO (5):

De las fracciones 6-21 de la reuni—n OIO de la cromatograf'a general, se logr—
aislar (usando columna cromatogrifica de gravedad) un s—Ilido blanco el cual se
present— en placa TLC como una mancha pura en forma de lengYeta @ color rosado
[Ri= 0.65, sist. solv. Hex/EtOAc (4:6); P.f.= 296 -298 iC]

El espectro de IR (Fig. 5A; Tabla 5A) del compuesto (5) mostr— bandas
intensas en ! .= 1.666, 1.707 cm™ (tensi—n C=0) y 2.988 cm' (tensi—n GH)
caracter'sticas de grupos tipo fcido carbox'lico. Los datos aporta dos por los
espectros de RMN-'H (Fig. 2B; Tabla 2B) mostraron la presencia de: seis metilos,
una se—al en "= 3.23 ppm t’pica de un metino oxigenado y un triplete en ",=5.41
ppm, propio de un prot—n perteneciente a un doble enlace. El espectro de RMN-**C
present— un total de treinta carbonos, observindose dos grupos carbonilos [ .=
180.8 (C-30) y 181.6 (C-28) ppm], dos carbonos hibridados sp? [".= 124.1 (C-12) y
144.9 (C-14) ppm] y un carbono oxigenado [ "= 79.7 (C-3) ppm].

Figura 5A. Espectro Infrarrojo (KBr) del ¢cido Sper gulagZnico (5)

Tabla 5A: Bandas de Absorci—n Significativas en el Espectro
Infrarrojo (KBr), del ¢ccido SpergulagZnico (5)

I mix (€m™) 2.988 1.707 1.666 1.234 916
Asignaci—n | O-H carbox C=0 C=0 C-0 =C-H
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Figura 5B. Espectro de RMN-'H (MeOD, 400 MHz) del
ccido SpergulagZnico (5)

Tabla 5B. Desplazamientos Qu'micos (!) en el RMN-'H

(MeOD, 400 MHz) del ¢cido SpergulagZnico (5)

H H-3 H-5 H-9 H-12 H-18 H-23
I (ppm) 3.24 0.85 1.72 5.41 2.88 1.07
m dd d m t dd S
J(Hz) 5.0/11.3 3.9 - 3.4 3.8/13.6 -
H H-24 H-25 H-26 H-27 H-29
I (ppm) 0.87 1.04 0.90 1.27 1.25
m S S S S S
J(Hz) - - - - -

El estudio en profundidad de los espectros bidimensionales ( ‘H-'H COSY,
HMQC y HMBC) y la comparaci—n de los datos espectrales de RMN*H y -**C con los
valores reportados en la literatura, permitieron identificar a | compuesto (5) como el
tcido spergulagZnico. ElI mismo, fue reportado por primera vez d e la especie
Mullugo spergula (Chakrabarti et al., 1966; 1968).
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Figura 5B. Espectro de RMN-**C (MeOD, 100 MHz) del
ccido SpergulagZnico (5)

Tabla 8b. Desplazamientos Qu’micos (!) en el RMN-*3C

(MeOD, 100 MHz) del ¢cido SpergulagZnico (5)

C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7
I (ppm) 39.8 27.9 79.7 40.5 56.8 19.5 34.1
tipo -CH,-| -CH,- | >CH-O-| >C< >CH - -CH,- -CH,-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14
I (ppm) 39.8 47.9 38.2 24.5 124.1 144.9 42.8
tipo >C< >CH - >C< -CH,- =CH - >C= >C<
C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 C-21
| (ppm) | 28.9 | 24.3 47.1 43.9 43.4 44.6 31.3
tipo -CH,- | -CH,- >C< >CH - -CH,- >C< -CH,-
C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 C-28
I (ppm) 35.1 28.7 16.3 15.9 17.7 26.3 181.6
tipo -CH,- -CH, -CH, -CH, -CH, -CH, -O-C=0
C C-29 C-30
I (ppm) | 29.0 180.8 TMS- :
como referencia interna
tipo -CH, | -O-C=0
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ccido SpergulagZnico (5)

! C/H— 51.6/2.88
(dd; 13.6, 3.8 Hz)

Vo= 79.7/3.24
(dd; 11.3, 5.0 Hz)

‘ !C/H: 263/127(3) '

(H3(2:4 CHg N F.M.= C3oH605

(' cii= 16.3/0.87(s) i (' cw=28.7/1.07(s) b P.M.= 486 g/ mol




G CIDO EPIACETILALEURITILICO (6):

De la fracci—n ODO de la cromatograf'a general, se logr— &g por
precipitaci—n un s—Ilido de color blanco, el cual fue purificado por filtraci—n al vac’o
y recristalizado en MeOH. Revel— en TLC como una mancha pura de forma cuneada
y de color rojo [R= 0.65, sist. solv. Hex/CH,Cl, (8:2); P.f.=191-193 C].

El espectro de IR (Fig. 6A; Tabla 6A) present— bandas intensas B ! ,,,= 2.944
cm™ (tensi—n GH), 1.732 cm™, 1.688 cm™ (tensi—n C=0) y 930 cm® (deformaci—n
=C -H). Su espectro de RMN-'H (Fig. 6B; Tabla 6B), muestra la presencia de ocho
metilos, uno de ellos perteneciente a un grupo acetilo ( ",= 2.03 ppm), un prot—n
oxigenado [",= 4.46 ppm (H -3)] y un prot—n olef'nico [",= 5.51 ppm (H -12)]. El
espectro de RMN-2C, denot— un total de treinta y dos carbonos entre los que
resaltan: dos grupos carbonilos [".= 184.5 (C-28), 171.1 (C-31) ppm] , dos carbonos
hibridados sp? [".= 160.7 (C-14), 117.0 (C-15) ppm], un carbono oxigenado [".=
81.0 ppm (C-3)] y un carbono alfa a un grupo carbonilo [ "= 2 1.4 ppm (C-32)]. La
totalidad de se—ales sugiri— la presencia de un triterpeno acetilado tipo oleanano.

Figura 6A. Espectro Infrarrojo (KBr) del ¢ccido Epiace tilaleurit—lico (6)

Tabla 6A: Bandas de Absorci—n Significativas en el Espectro
Infrarrojo (KBr), del ¢cido Epiacetilaleurit—lico (6)

I mix (€m™) 2.944 1.732 1.688 1.245 930

Asignaci—n | O-H carbox C=0 ser C=0 . carbox. C-O0 =C-H




Figura 6B. Espectro de RMN-'H (CDClI,, 400 MHz) del
ccido Epiacetilaleurit —lico(6)

Tabla 6B. Desplazamientos Qu’micos (!) en el RMN-'H

(CDCIg, 400 MHz) del ¢ccido Epiacetilaleurit—lico (6)

H H-3 H-5 H-15 H-18 H-23 H-24
I (ppm) 4.45 0.86 5.51 2.27 0.85 0.88
m dd d dd dd S S
J(Hz) 6.2/10.3 6.5 3.3/7.8 2.4/13.7 - -
H H-25 H-26 H-27 H-29 H-30 H-32
I (ppm) 0.95 0.95 0.91 0.93 0.91 2.03
m S S S S S S
J(Hz) - - - - - -

Las correlaciones HMBC entre el metilo en !,= 2.03 ppm (H-32) con el
carbonilo en ! .= 171.1 ppm (C-31) y la de este con el prot—n oxigenado en! ,,= 4.45
ppm (H-3), ubic— al grupo acetilo en la posici—n C-3. Mientras quelas correlaciones
entre el carbono cuaternario sp? (C-14) con los metilos en !,,= 0.95 (H-26) y 0.91

(H-27) colocaron al doble enlace entre los carbonos C-14 y C-15, esto secorrobor—
ademis por el inusual desapantallamiento en C-14 a ! .= 160.6 ppm.
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Figura 6C. Espectro de RMN-*C (CDCl,, 100 MHz) del
ccido Epiacetilaleurit—lico (6)

Tabla 6C. Desplazamientos Qu’'micos (!) en el RMN-*3C

(CDCIg, 100 MHz) del ¢cido Epiacetilaleurit—lico (6)
C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7
' (ppm) 37.5 23.6 81.0 38.1 55.7 18.9 40.9
tipo -CH,- | -CH,- | >CH-O-| >C< >CH - -CH,- -CH,-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14
' (ppm) 39.2 49.2 37.4 17.4 33.5 37.8 160.6
tipo >C< >CH - >C< -CH,- -CH,- >C< >C=
C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 C-21
' (ppm) 117.0 31.4 51.6 41.5 35.6 29.4 33.8
tipo =CH - -CH,- >C< >CH - -CH,- >C< -CH,-
C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 C-28
I (ppm) 30.8 28.1 16.7 15.8 26.3 22.6 184.5
tipo -CH,- -CH, -CH, -CH, -CH, -CH, -O-C=0
C C-29 C-30 C-31 C-32
I (ppm) 31.8 29.4 171.1 21.4 TMS- :
Como referencia interna
tipo -CH, -CH; | -O-C=0 | CcH.,-C=0

Una vez analizados los espectros bidimensionales se procedi— a compararnos
valores obtenidos con los reportados en la literatura (Sultanova et al., 2004), por lo
que se concluy— que el compuesto era el fcido epiacetilaleurit—lio (6), el cual se
obtuvo por primera vez de los frutos de Phytolacca acinosa (Razdan et al., 1982).
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ccido Epiacetilaleurit— lico (6)

30
29
| o= 31.8/0.93 (s) C C Hr\
3™,
/"
Core 22.6/0.91(5))-\

! C/H= 26.3/0.95 (S)

( | o= 15.8/0.95 (s) i
| ou= 81.0/4.45 25
(dd; 10.3, 6.2 Hz)

0 \
32 J—I\ O\\\\\"

H3C 31

uH: —— I(_I 3(2;1 23 HS\ F.M.= C32H 5004
(! cii= 16.7/0.88(s) ) (! o= 28.1/0.85(s) ) P.M.= 498 g/ mol

!C/H: 41.5/2.27
(dd: 13.7, 2.4 Hz)

)

cy=117.0/5.51
(s; 7.8,3.3Hz)




AMERICANOL A (7) Y 3,4,9,90T ETRAACETIL-AMERICANOL A (7a):

De las fracciones 38-40 de la reuni—n OIO de la cromatograf’a general, se logr—
separar por columna cromatogrifica, un aceite de coloraci—n amaiilla, el cual se
mostr— en placa TLC como una mancha pura de color morado. Dicho aceite no logr—
cristalizarse a pesar de repetidos intentos [R;= 0.48, sist. solv. Hex/EtOAc (4:6)].

El antlisis del espectro IR (Fig. 7A; Tabla 7A) mos tr— bandas eh,,,,= 3.388 cm ™
(tensi—n QH alcoholes), 1.234 cm™ (tensi—n GO-C Zteres), 1.504 cm® y 930 cm™
(tensi—n C=C ydefrom. =C -H aromiticos). El espectro de RMN-'H (Fig. 7B; Tabla 7B)
present— seis protones a campo bajo"[,= 6.8 -7.0 ppm (H-2,20; 6,50y H6,60)] que
por su desplazamiento y multiplicidad corresponden a dos anillos aromtticos
trisustituidos, dos se—ales en",= 6.25 (H-80) y',,= 6.49 (H -7Oppm asignables a un
doble enlace disustituido y cuatro se—ales correspondientes a hidr—genos
oxigenados [",,= 3.40 -4.90 ppm (H-9,90; HB y H-7)].

Figura 7A. Espectro Infrarrojo (KBr) del Americanol A (7)

Tabla 7A: Bandas de Absorci—n Significativas en el Espectro
Infrarrojo (KBr), del Americanol A (7)

I mix (€m™) 3.338 1.613 1.504 1.233 872
Asignaci—n O-H Cc=C C=C _omat C-0-C =C-H
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Figura 7B. Espectro de RMN-'H [CO(CD,),, 400 MHz] del

Americanol A (7)

Tabla 7B. Desplazamientos Qu’micos (!) en el RMN-'H
[CO(CD,),, 400 MHz] del Americanol A (7)

H H-2 H-5 H-6 H-7 H-8 H-9
I (ppm) 6.85 6.95 6.82 4.90 4.20 3.51/3.71
m d d dd d ddd ddd/ddd
J(Hz) 2.6 8.1 8.1/2.1 7.8 1.8/7.0/7.8 | 2.3/7.5/12.3
H H-20 H-50 H-60 H-70 H-80 H-90
I (ppm) 6.95 6.90 6.91 6.49 6.25 4.20
m d d dd d at t
J(Hz) 2.3 8.3 2.1/8.4 15.7 5.4/15.8 5.1

El espectro de RMN-'3C, revel— la presencia de dieciocho carbonos, divididos
en: cuatro carbonos oxigenados [! .= 60-80 ppm (C-9,90; C-8 y C-7)], seis metinos sp
[ = 115-120 ppm (C-2,20; C-5,50 y C-6,60)], cuatro cuaternarios®sp .= 125-135
ppm (C-1,10; C-70 y C-80)] y cuatro cuaternarios®spxigenados [! .= 143-147 ppm
(C-3,30; y C-4,40)]. Se pudo establecer as’, una f—rmula moleculgara el compuesto
de C;3H ;04 (330 g/mol) a la que corresponden diez grados de insaturaci—n.
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Figura 7C. Espectro de RMN-C [CO(CD,),, 100 MHz] del
Americanol A (7)

Tabla 7C. Desplazamientos Qu’'micos (!) en el RMN-*3C
[CO(CDy,),, 100 MHz] del Americanol A (7)

C

C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7
I (ppm) 129.4 115.2 146.5 146.1 116.0 120.2 77.0
tipo =C= =CH - =C-0- | =C-O- =CH - =CH- | >CH -O-
C C-8 C-9 c-10 c-20 C-30 C-40 Cc-50
I (ppm) 79.6 61.8 131.8 115.2 144.4 144.5 117.7
tipo >CH-O- | -CH,-O- | =C= =CH - =C-O- | =C-O- =CH -
C c-60 c-70 c-80 Cc-90 ™S
! (ppm) 120.1 129.8 129.1 63.3 como referencia interna
tipo =CH - =CH - =CH- | -CH,-O-
El espectro HMBC (Fig. 7F), mostr— interacciones entre el cabono

cuaternario C-1 (! .= 129.4 ppm) con un prot—n [!,= 6.95 ppm (H-5)] alfa a un
carbono oxigenado y un metino alifttico oxigenado [ !,= 4.90 ppm (H-7)], el cual a
su vez interaccionaba con dos protones aromtticos [!,= 6.82 (H-6) y 6. 85 (H-2)
ppm]. Los protones H-2 y H-5 presentaron correlaciones con dos carbonos
cuaternarios sp? oxigenados en ! .= 146.1 (C-4) y 146.5 (C-3) respectivamente,
viZndose las correlaciones: H-5" C-1" H-7" C-2, H-7" C-6, H-5" C-3 y H-2" C-4.
El prot—n oxigenado H-7 present— interacci—H-'H COSY (Fig. 7D) con otro metino
oxigenado [!,= 4.20 (H-8) ppm], el cual interactuaba con dos se-ales [ ! ,= 3.51y
3.71 (H-9) ppm] propias de un oximetileno. Con esto se establecier on las relaciones
H-7" H-8" H-9, lo que constituy— la subestructura OAO (Fig. 7F) del compuestd?).
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Figura 7D. Espectro *H-'H COSY [CO(CD,),, 400 MHz] del
Americanol A (7)

La subestructura OBO (Fig. 7F) surge de las correlaciones HMB@ntre los
carbonos cuaternarios sp? oxigenados C-30!(= 144.5 ppm) y C-40 ( .= 146.6 ppm)
con los protones aromiticos en ! ;= 6.90 (H-50) y 6.95 (H-20) ppm, respectivamente.
El prot—n H-20 se cruza con el carbono eh.= 120.1 ppm (C-60) vy el hidr—geno H-50
con el carbono C-10 !(= 131.8 ppm). A su vez, los carbonos C-60 y C-10
interaccionan con dos hidr—genos olef'nicos en !,= 6.49 (H-70) y 6.25 (H-80)
(relacionados a travZs de sus constantes de acoplamiento) y por celtimo d hidr—geno
H-80 presenta una interacci—n COSY con un segundo metileno oxigenado en
l,= 4.20 ppm (H-90). Las correlaciones para la subestructura OBQuéron entonces:
C-30 H-50 C-10, C-40H-20 C-60 H-70 H-80 C-10 y C-70H-96 H-80. Las sub-
estructuras OAO y OBO formaban nueve grados de insaturaci—n y fue l-egiensar que
el celtimo grado ven'a dado entonces por los enlaces etZreos entre los arbonos
C-7" C-30y C-8 C-40 completindose as’ la estructura gruesa del compuestdT).
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Figura 7E. EspectroHSQC [CO(CD,),, 400 MHz] del Americanol A (7)

El establecimiento de la estereogu’mica en los hidr—genos H-7 y H-8 se pudo
resolver gracias al estudio de sus constantes de acoplamiento (J,= 7.8 Hz) y al
antlisis del espectro NOESY (Fig. 7C-1) del derivado acetilado (7a) (Figs. 7A-1, 7B-1;
Tablas 7A-1, 7B-1), en donde la interacci—n entre H-7 y H-8 no se obsewa,
evidencitndose la posici—n de los mismos en lados opuestos @ lamolZcula (7S, 8R).
La identificaci—n inambigua del compuesto (7) frente a su is—mero (isoamericanol A)
se resolvi— gracias a la presencia de una correlaci—h HMBC dZbéntre el prot—n H-7
(! ;= 4.90 ppm) con el carbono C-40 ( .= 144.5 ppm) y la interacci—n de Zste celtimo
con el prot—n H-60! (= 6.91 ppm). En adici—n, los valores obtenidos se compararon
con los reportados en la literatura (Fukuyama et al., 1992) para ambos compuestos,
con lo que se pudo confirmar la estructura del americanol A ( (7). Este neolignano
fue aislado por primera vez de las semillas de P. americanay para el mismo se
reportan propiedades neurotr—ficas (Fukuyama et al., 1992). EI americanol A se
reporta en este estudio por primera vez para la especie P. icosandra.
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Figura 7F. Espectro HMBC [CO(CD,),, 400 MHz] del
Americanol A (7)
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Figura 7A-1. Espectro de RMN-'H (CDClI,, 400 MHz) del

3,4,9,9CT etraacetil -americanol A (7a)

Tabla 7A-1. Desplazamientos Qu’micos (!) en el RMN-'H
(CDClI,, 400 MHz) del 3,4,9,9GTetraacetil -americanol A (7a)

H H-2 H-5 H-6 H-7 H-8 H-9
I (ppm) 7.26 7.24 7.27 4.95 4.20 3.98/4.36
m d d m d ddd dad/dd
J(Hz) 2.7 9.1 - 7.8 2.6/4.3/7.7 | 3.1/12.2
H H-20 H-50 H-60 H-70 H-80 H-90

I (ppm) 6.99 6.90 6.94 6.54 6.15 4.68
m d d dd d dt dd
J(Hz) 1.8 8.4 1.9/8.4 15.8 6.5/15.8 0.7/6.6

H CH,(3) | CH;(4) | CH,(9) | CH,(90)
I (ppm) 2.29 2.28 2.08 2.04

m S S S S
J(Hz) - - - -
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Figura 7B-1. Espectro de RMN-**C (CDCl,, 100 MHz) del

3,4,9,9CT etraacetil -americanol A (7a)

Tabla 7B-1. Desplazamientos Qu’micos (!) en el RMN-*3C
(CDCl,, 100 MHz) del 3,4,9,9GTetraacetil -americanol A (7a)

C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7
I (ppm) | 134.7 122.7 142.6 143.3 124.0 125.5 75.9
tipo =C= =CH- | =C-O- | =C-O- | =CH- =CH- | >CH -O-
C C-8 C-9 c-10 c-20 c-30 Cc-40 Cc-50
I (ppm) 75.5 62.6 130.6 115.2 142.9 142.8 117.4
tipo >CH-O- | -CH,-O- | =C= =CH- | =C-O- | =C-O- | =CH-
C Cc-60 c-70 c-80 C-90 | C=0 (3) | C=0 (&) | C=0 (9)
I (ppm) | 120.7 133.7 122.1 65.2 167.9 167.9 170.5
tipo =CH - =CH - =CH- | -CH,-O- | -O-C=0 | -0-C=0 | -0-C=0
C C=0 (9%)] CH,(3) | CH,(4) | CH, (9) | CH, (90) T™S
I (ppm) | 170.9 20.7 20.7 21.1 20.7 como referencia
tipo | -O-C=0 | CH,-C=0 | CH,-C=0 | CH,-C=0 | CH,-C=0 interna

El derivado (7a) [C,H.0i, (498 g/mol)], se obtuvo utilizando el mZtodo
convencional de anh’drido acZtico en piridina (Vogel, 1967). Se present— como un
aceite de coloraci—n amarilla (no cristaliz—) que revel— en plca TLC como un
compuesto puro de coloraci—n morada [R= 0.46, sist. solv. Hex/EtOAc (6:4)]. El
tetraacetato de americanol A (7a) fue derivatizado de igual forma por Fukuyama y
colaboradores (Fukuyama et al., 1992).
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Figura 7C-1. Espectro NOESY (CDCL) del
3,4,9,9CT etraacetil -americanol A (7a)
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Americanol A (7)

| o= 79.6/4.20
(ddd; 7.8, 2.8, 2.6 Hz)

| o= 129.8/6.49
(d; 15.7 Hz)

' o= 115.2/6.95
(d; 2.3 Hz)

| p= 61.8/3.51, 3.71
(dd/dc; 12.3, 7.5, 2.3 Hz)

' o= 115.5/6.85
(d; 2.6 Hz)

HO

! C/H— 638/420
(t; 5.1 Hz)

H

o= 117.7/6.90
H O 5 ' o= 120.2/6.82 (d; 8.3 Hz)
(dd; 8.1, 2.1 Hz)

5 I o= 120.1/6.91
(dd; 8.4, 2.1 Hz)
! CIH= 77.0/4.90 ! C/H= 129.1/6.25
(d; 7.8 Hz) (dt; 15.8, 5.4 Hz)
6+\

I ojy= 115.2/6.95
(d; 8.1 Hz)

F.M.= C18H 1806

P.M.= 330 g/mol




106

3,4,9,9Qetraacetil-americanol A (7a)

! o= 21.0/2.08 (s)
CH, ~—)
! CH= 115.2/6.99
(d; 1.8 Hz)

| ep= 75.5/4.20
(ddd; 7.7, 4.3, 2.6 Hz)

o= 133.7/6.54
(d; 15.8 Hz)

| o= 62.6/3.98, 4.36
(dd/dc; 12.2, 3.1 Hz)

I o= 20.7/2.29 (s)

!C/H: 122.7/7.26
(d; 2.7 Hz)

| gu= 120.7/6.94
(dd; 8.4, 1.9 Hz)

! C/H= 117.4/6.90
(d; 8.4 Hz)

o= 75.9/4.95
(d; 7.8 Hz)
64\
‘ o= 125.5/7.27 (m) '

(1om=20772.04(s) '

' c/y= 65.2/4.68
(dd; 0.7, 6.6 Hz)

| o= 122.1/6.15
(dt; 15.8, 6.5 Hz)

I op= 124.0/7.24
(d; 9.1 Hz)

ch\

C/H 20.7/2.28 (S)

= Cy6H26010

= 498 g/mol
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3,3CBIS-DESMETILPINORESINOL (8) Y 3,30,4,4€ETRAACETIL -PINORESINOL (8a):

De las fracciones 17-19 de la reuni—n OIO de laromatograf'a general se logr—
purificar por placa TLC preparativa, un aceite color amari llo que, despuZs de
repetidos intentos no pudo recristalizarse. EI mismo se revel— en placa de TLC,
como una mancha pura de color marr—n [R= 0.66, sist. solv. Hex/Et OAc (4:6)].

1

El espectro de IR (Fig. 8A; Tabla 8A) present— bandas en! .= 3.305 cm"
(tensi—n GH) y 1.199 cm™ (tensi—n CO) de alcoholes; 1.285 cm™ (tensi—n GO-C) de
Zteres y 1.522 cm* (tensi—n C=C), 816 cm* (deform. =C -H) de grupos aromzticos.

Figura 8A. Espectro Infrarrojo (KBr) del 3,3Gbis-desmetilpinoresinol (8)

Tabla 8A: Bandas de Absorci—n Significativas en el Espectro
Infrarrojo (KBr), del 3,3@bis-desmetilpinoresinol (8)

I mix (€m™) 3.305 1.522 1.285 1.199 816
Asignaci—n O-H Cc=C C-0-C C-0 =C-H

Su espectro de RMN-'H (Fig. 8B; Tabla 8B) revel— la presencia de siete
se—ales, tres de ellas pertenecientes a un anillo arom#tico trisust ituido [ "= 6.70 dd
(H-6), 6.78 d (H-5), 6.87 d (H-2) ppm], un metino alifttico [ ",=3.01 dd (H-8) ppm],
un metino oxigenado [",= 4.60 d (H-7) ppm] y dos se—ales pertenecientes a un
metileno oxigenado [",= 3.76 dd, 4.16 dd (H-9) ppm].
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De igual manera, el espectro de RMN-**C (Fig. 8C; Tabla 8C) mostr— un total
de nueve carbonos, en los que se pudo observar: tres metinos y tres carbonos
cuaternarios hibridados sp %, un metino y un metileno oxigenados y un metino
alifftico.

Las interacciones HMBC (Fig. 8F) y 'H-'H COSY (Fig 8D) permitieron el
esclarecimiento de la estructura gruesa del compuesto (8). Los hidr—genos
aromiticos H-2 (! ,= 6.87 ppm)y H -6 (! ,= 6.87 ppm) presentaron interacciones
con un metino alifftico oxigenado en !.= 58.1 ppm (C -7), al mismo tiempo que
presentaron correlaci—n con un carbono sgf oxigenado a ! .= 143.9 ppm (C -4).

Figura 8B. Espectro de RMN-'H [CO(CD,),, 400 MHz]
del 3,3Gbis-desmetilpinoresinol (8)

Tabla 8B. Desplazamientos Qu’micos (!) en el RMN-'H
(CO(CD,),, 400 MHz) del 3,3Gbis-desmetilpinoresinol (8)

H H-2/20| H-5/50| H-6/60 | H-7/70 H-8/80 H-9/90
I (ppm) 6.87 6.78 6.70 4.60 3.01 3.76/4.16
m d d dd d ddd dad/dd
J(Hz) 2.0 8.1 2.0/8.1 4.2 | 4.1/6.4/15.9 | 3.7;9.1/6.9; 8.9

Laboratorio de Productos Naturales-ULA Laborabire de Pharmacognosie UMIB-UB
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El tercer hidr—geno aromttico [( ,= 6.78, d ppm (H-5)] se relacion— con un
segundo carbono oxigenado sp® [(!,,= 144.5 ppm (C-3)] y con un carbono
cuaternario sp? [(! = 133.2 ppm (C -1)], con lo que se complet— la estructura de
anillo arom#tico trisustituido. El prot—n H -7 present— dos interacciones: laprimera a
tres enlaces (interacci—n COSY), con un metino alifftico [ ! .= 53.8 ppm (C-8)] y la
segunda con un oximetileno [ ! .= 70.8 ppm (C -9)]. Las interacciones HMBC y COSY
fueron entonces: H-2" C-7" H-6" C-4, C-3" H-5" C-1, C-8" H-7" C-9, H-2"
H-7" H-6 y H-8" H-7" H-9, lo que establece la subestructura QA\O (Fig. 8E) del
compuesto (8).

Figura 8C. Espectro de RMN-*C [(CO(CD),, 100 MHZ]
del 3,3Gbis-desmetilpinoresinol (8)

Tabla 8C. Desplazamientos Qu’'micos (!) en el RMN-*3C
(CO(CDs),, 100 MHz) del 3,3Bbis-desmetilpinoresinol (8)

C C-1/10 | c-2/20| c-3/30| c-4/40| c-550| c6/60| C-7/70
I (ppm) | 133.1 112.8 144.5 143.9 114.5 117.1 85.1
tipo =C= =CH - =C-0 =C-0 =CH - =CH- | >CH-O
C C-8/80 | C-9/90
I (ppm) 53.8 70.8 TMS- :
como referencia interna
tipo | >CH-O-| -CH,-O

Laboratorio de Productos Naturales-ULA
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Figura 8D. Espectro *H-'H COSY [CO(CD,),]
del 3,3Gbis-desmetilpinoresinol (8)

Al observar con detenimiento los espectros bidimensionales HMBC y 'H-'H
COSY, se pudo comprobar que la posici—n C-8/H-8 de la molZcula no presataba
correlaci—n de ningecen tipo con otros hidr—genos o carbonos. Debido a la riglez de
la estructura, la posibilidad de que los carbonos C-7 y C-9 formfran e nlaces etZreos
con los carbonos aromtticos oxigenados C-3 y C-4 era muy poco probable, por lo
gue necesariamente se recurri— a la baesqueda de otras alternativad.a bibliograf'a
consultada para el tipo de metabolitos secundarios que por lo general forman este
tipo de fragmentos, sugiri— que se trataba de un compuesto simZtrico del tipo bis-
epoxilignano (Suzuki and Umezawa, 2007; Davin and Lewis, 2003). El patr—n de
sustituci—n del compuesto (8) le confiere el nombre de: 3,30,4,40-tetrahidr—xi-
7,90,70 fis-epoxilignano (Ayres and Loike, 1990).

Laboratorio de Productos Naturales-ULA Laborabire de Pharmacognosie UMIB-UB
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Figura 8E. Espectro HMQC [CO(CD,),]
del 3,3Gbis-desmetilpinoresinol (8)

La transformaci—n del compuesto((8) en su derivado acetilado (Vogel, 1967),
permiti— confirmar las supociciones propuestas, ya que se observa en el espectro de
masas (I.E., 70 eV) (Fig. 8A-1) un ion molecular de m/z= 498, correspondiente a una
f—rmula molecular de C,H,;,0,,. Se observaron ademis picos enm/z= 455, 414 y
372 correspondientes a la pZrdida de los cuatro grupos acetoxi-. La presencia del
pico en m/z= 331 verific— la simetr'a del compuesto ((8).

Laboratorio de Productos Naturales-ULA Laborabire de Pharmacognosie UMIB-UB
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Figura 8F. Espectro HMBC [CO(CD,),]
del 3,3Gbis-desmetilpinoresinol (8)

El experimento NOESY (Fig. 8D-1) del derivado ((8a) determin— de manera
inequ’voca la estereoqu’mica en los centros quirales de C-7 y C-8, al se observarse
las interacciones: H-7! H-9" y H-8! H-9#. Con esto, la configuraci—n relativa de los
compuestos (8) y (8a) se estableci—: B, 73, 8R, 8®& (Pelter et al., 1976; 1978).

Laboratorio de Productos Naturales-ULA Laborabire de Pharmacognosie UMIB-UB
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Figura 8A-1. Espectro de Masas de Impacto Electr—nico (I.E.70 eV)
del 3,30,4,4tetraacetil -pinoresinol (8a)

Figura 8B-1. Espectro de RMN-'H [CO(CD,),, 400 MHz]
del 3,30,4,4tetraacetil -pinoresinol (8a)

Laboratorio de Productos Naturales-ULA Laborabire de Pharmacognosie UMIB-UB
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Tabla 8B-1. Desplazamientos Qu’micos (!) en el RMN-'H
(CDClI,, 400 MHz) del 3,30,4,4tetraacetil -pino resinol (8a)

H H-2/20| H-5/50| H-6/60 | H-7/70] H-8/80 H-9/90
| (ppm) | 7.21 7.16 7.18 4.79 3.05 3.91/4.23
m d d dd d ddd da/dd
J(Hz) 2.1 8.4 2.0/83 | 4.0 | 4.4/65/159 | 3.4,9.4/6.7;9.1
H CH, CH,
I (ppm) 2.28 2.27
m S S
J(Hz) - -
Figura 8C-1. Espectro de RMN-*C (CDCl,, 100 MHz)
del 3,30,4,4tetraacetil -pinoresinol (8a)
Tabla 8C-1. Desplazamientos Qu’'micos (!) en el RMN-**C
(CDCl,, 100 MHz) del 3,30,4,4ttraacetil -pinoresinol (8a)
C C-1/10| c-220| C-3/30| c-4/40| c550| c-6/60| C7/70
| (ppm) | 1423 | 1209 | 140.2 | 1415 | 1236 | 123.9 84.9
tipo =C= =CH- | =C-O- | =C-O- | =CH- | =CH- | >CH -O-
C C-8/80 | C-9/90| C=0 (3) | C=0 (4) | CH;(3) | CH,(4) T™S
| (ppm) | 54.4 72.0 168.3 | 164.4 20.7 20.7 | referencia
tipo | >CH-O-| -CH,-O- | O-C=0 | 0-C=0 | cH,-c=0 | CH,-c=0 | intema
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Figura 8D-1. Espectro NOESY (CDCIL)
del 3,30,4,4tetraacetil -pinoresinol (8a)

Una vez resuelta la estereoqu’mica de los carbonos C-7 y C-8, se pudo asignar
el compuesto (8) como el ()3,30his-desmetilpinoresinol y su derivado acetilado, el
(+)3,30,4,40-tetraacetil-pinoresino( 8a).

El compuesto (8) fue obtenido por primera vez de Joannesia princeps
(Eophorbiaceae) (Waibel et al., 2003) y ha sido aislado ademis de Morinda citrifolia
(Rubiaceae) (Kamiya et al., 2004). TambiZn ha sido reportado como producto de
degradaci—n de la sesamina en la bilis de ratas y ha demostradoposeer propiedades
antioxidativas (Nakai et al., 2003). Es notorio el hecho de que la presencia de esta
sustancia, constituye el primer reporte dentro de la familia Ph ytolaccaceae.
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3,3Gvis-desmetilpinoresinol (8)

| on=70.8/3.76, 4.16
(dd/dd; 3.7, 9.1/6.9, 8.9 Hz)

| on= 117.1/6.70
(dd; 2.0, 8.1 Hz)

| o= 85.1/4.60
H O H (d; 4.2 Hz)
| o= 112.8/6.87
(d; 2.0 Hz) F.M.= C18H 1806

P.M.= 330 g/mol
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3,30,4,4tétraacetil -pinoresinol (8)
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6@PALMITIL -! "-STIGMASTENIL-" -D-ACETILGLUCISIDO  (9) Y B@PALMITIL -SPINASTERIL
-"-D-ACETILGLUCISIDO (9a):

De las fracciones 3-6 de la reuni—n Ol.aO [fracci—n | (2.5 g) acetilada] de |
cromatograf’a general, se logr— obtener, por medio de una cédumna cromatogrifica,
una cera amarillenta que se mostr— en placa TLC, como una manchapura de color
cobre [R= 0.51, sist. solv. Hex/EtOAc (8:2); P.f.=88 -90 iC].

Las se—ales mis resaltantes exhibidas en el espectro de RMN'H (Fig 9A;
Tabla 9A) del comp uesto (9), fueron seis picos a campo alto (#,= 0.5 a 1.1 ppm),
correspondientes a seis metilos, una se—-al muy intensa en #,= 1.25 ppm,
caracter’stica de varios grupos metilenos pertenecientes a cadenas carbonadas, tres
metilos que por sus desplazamientos a campo bajo se asignan a grupos acetato
(#,= 2.03 ppm), un triplete en #,= 2.32 ppm propio de un grupo -CH,- alfa a un
carbonilo (en fcidos grasos) y ocho se-ales propias de hidr—genos oxigenados
(#,=3.5a5.2 ppm).

Debido a la multiplicidad de los seis grupos metilo [#,= 0.54, s(H-18); 0.77, s
(H-19); 1.02, d (H-21); 0.84, d (H-26); 0.82, d (H-27); 0.79, t (H-29)] se pudo conocer
gue el compuesto en estudio no pertenec’a a la serie de los triter penos. Por otro
lado, el espectro de RMN-*C (Fig. 9B; Tabla 9B) mostr— un total de cincuenta y siete
carbonos dentro de los que resaltaba la presencia de cuatro carbonilos, dos carbonos
sp® (doble enlace trisutituido), un carbono doblemente oxigenado y seis carbonos
oxigenados. La informaci—n proporcionada por ambos espectros permiti— inferir la
presencia de un compuesto glicosidado.

Las interacciones mostradas por el espectro HMBC (Fig 9E) de cada uno de
los metilos con sus carbonos aleda—os y aunado a la informaci—n proporcionada por
el espectro HSQC (Fig. 9D) para cada uno de los mismos, se pudo caracterizar a la
genina como un compuesto del tipo esteroidal. La presencia del doble enlace pudo
ubicarse ademis entre los carbonos G7 y C-8, gracias al cruce HMBC entre el
prot—n olef'nico H-7 (#,= 5.13 ppm) vy el carbono C-9 (#.= 49.6 ppm), este tipo de
esqueleto es conocido con el nombre de ! "-estigmastenol — 22dih’dro -espinasterol
(Moreau et al., 2004).

La unidad de hexosa pudo ubicarse en el carbono C-3 de la genina gracias al
cruce HMBC entre C-3$ H-10EI espectros COSY (Fig. 9C), permit— identificar dicha
unidad como un grupo glucosa (Glc), esto gracias a la fuerte intera cci—n entre los
protones H-3@ H-40 y a la comparaci—n de los desplazamientos observados, con los
valores reportados en la literatura (Hostettmann and Marston, 1995) para glucosas
acetiladas.
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Figura 9A. Figura 9A. Espectro de RMN -*H (CDCl,, 400 MHz) del

6Galmitil -! "-stigmastenil -p-acetilgluc—sido(9)

Tabla 9A. Desplazamientos Qu’micos (") en el RMN-'H
(CDCl,, 400 MHz) del 6@palmitil -! “-stigmastenil -#-p-acetilgluc—sido(9)

H H-3 H-5 H-7 H-9 H-14 H-17
" (ppm) 3.53 2.02 5.13 1.61 1.81 1.26
m h m dd m m m
J(Hz) 4.5 - 2.9/8.5 - - -
H H-18 H-19 H-20 H-21 H-22 H-23
" (ppm) 0.54 0.77 2.02 1.02 1.42 1.14
m S S m d m m
J(Hz) - - - 6.6 - -
H H-24 H25 H-26 H-27 H-29
" (ppm) 1.51 1.50 0.84 0.82 0.79
m m m d d t
J(Hz) - - 7.1 7.1 7.2

Laboratorio de Productos Naturales-ULA
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Tabla 9A. Desplazamientos Qu’micos (!) en el RMN-'H
(CDCl,, 400 MHz) del 6@palmitil -" -stigmastenil -#-p-acetilgluc—sido(9)
3-O-#-D-Acetilglucosa

H H-10 H-20 H-30 H-40 H-50 H-60
I (ppm) 4,59 4.94 5.19 5.04 3.69 4.13/4.22

m d t t t m dad/dd
J(Hz) 8.0 9.6 9.5 9.6 - 2.4;12.2/5.3;12.2
-OAC - 2.01 2.00 2.04 - -
6@0-ccido Palm'tico

H H-200 | H-300| H-400 a8O( H-1400|, H-150F H-1600
I (ppm) 2.32 1.57 1.25 1.24 1.25 0.87

m t m m m m t
J(Hz) 7.5 - - - - 6.6

El hecho de observar solo tres grupos acetoxi-, supuso una sustituci—n en
alguno de los ox’genos de la unidad de azoecar, ya que si Zsta se hut@se encontrado
monosustituida, se observar’an cuatro grupos acetilo. El antlisis del espe ctro HMBC
revel— entonces la presencia de una interacci—n entre un carbono carbon’lco
[ = 173.6 ppm (C-100)] y uno de los protones diasterot—picos del oximéeno H-60
(! ,= 4.13 ppm), ubicando una cadena alifftica en el carbono C-60 de la unidad de
hexosa. La interacci—n entre el mismo carbonilo y el metileno alfa a este grupo [! ;=
2.32 ppm (H-200)] permiti— corroborar dicha afirmaci—n. Osa correlaciones
observadas fueron: C-3@0H-2G0C-400, HS@MGEOH-500 y C-180@-163DC-15
(Fig. A).

Figura A. Ubicaci—n de la cadena lateral mediante interacciones HMBC

Laboratorio de Prod ctos Nat ra essULA
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Figura 9B. Espectro de RMN-**C (CDCl,, 100 MHz) del

6Gpalmiti |-! "-stigmastenil -" -p-acetilgluc—sido(9)

Tabla 9B. Desplazamientos Qu’micos (#) en el RMN-*C
(CDCl,, 100 MHz) del 6@palmitil -! -stigmastenil-" -p-acetilgluc—sido(9)

C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7
# (ppm) 37.3 29.8 79.8 34.6 40.9 29.4 117.4
tipo -CH,- -CH,- | >CH-O-| -CH,- >CH - -CH,- =CH -
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14
# (ppm) 139.7 49.6 34.5 21.7 39.6 43.4 55.3
tipo >C= >CH - >C< -CH,- -CH,- >C< >CH -
C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 C-21
# (ppm) 23.2 28.6 56.1 12.2 13.1 40.4 21.2
tipo -CH,- -CH,- >CH - -CH, -CH, >CH - -CH,
C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 C-28
# (ppm) 28.9 25.5 51.4 32.0 21.5 19.2 22.8
tipo -CH,- -CH,- >CH- | >CH- -CH, -CH, -CH,-
C C-29
# (ppm) 12.4 TMS. .
como referencia interna
tipo -CH,

Laboratorio de Productos Naturales-ULA
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Tabla 9B. Desplazamientos Qu'micos (!) en el RMN-3C
(CDCl,, 100 MHz) del 6@palmitil -" -stigmastenil -#-p-acetilgluc—sido(9)

3-O-#-D-Acetilglucosa

C Cc-10 Cc-20 C-30 C-40 C-50 C-60
I (ppm) 99.8 71.8 73.1 68.6 71.9 62.3
tipo -O-CH-O-| >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | -CH,-O-
-OAC - 169.5 170.5 169.4 - -
-OAc - 20.8 20.8 20.9 - -
6@0-ccido P alm’tico
C C-1006| c-200 c-309 c-400/13¢( c-1400 c-1500 c-1604
I (ppm) | 173.6 34.3 25.0 29.7 32.1 22.8 14.3
tipo -0-C=0 | -CH,- | -CH,- -CH,- -CH,- -CH,- -CH,

Figura 9C. Espectro *H-'H COSY (CDCL,)
del 6Gpalmitil -" "-stigmastenil -#-p-acetilgluc—sido(9)
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Figura 9D. Espectro HMQC (CDCl,)
del 6Gpalmitil -! "-stigmastenil -" -p-acetilgluc—sido(9)
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Figura 9E. Espectro HMBC (CDCl,)
del 6Gpalmitil -! "-stigmastenil -" -p-acetilgluc—sido(9)
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Figura 9F. Espectro de Masas de Impacto Electr—nicl.E., 70 eV)
del 6Gpalmitil -! "-stigmastenil -" -p-acetilgluc—sido(9)
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La se—al intensa en ! ,= 1.25 ppm, mostr— una integral aproximada de 24
protones, los que, excluyendo los hidr—genos pertenecientes a los carbonos G200,
C-300 y-rsO(@uyos protones no se encontraban en esa zona) se corresponde con
doce ftomos de carbono. Sumando los carbonos antes mencionados, as’ como el
carbono carbon’lico unido a C -60 y la presencia de un ion molecular en el espectro
de masas (Fig. 9F) de m/z= 941 (C,;H¢0,,), se concluy— sin lugar a dudas, la
presencia de un fcido graso de diescisZis tomos de carbonos, conocido ensu forma
libre en la naturaleza como fcido palm’tico [CH ,(CH,),,CO,H].

En conclusi—n, el compuesto en estudio posee la estereoestructira (9), la
cual corresponde a la descrita en la bibliograf'a para el 60-palmitil -" -stigmastenil -#-
D-acetilgluc—sido. Este esteroide glicosidado fue reportado por primera vez como
alcohol libre, de la especie Phytolacca americana (Woo, 1974).

El componente minoritario presente en el s—lido en el que se identific— el
compuesto (9) result— ser otro esteroide, perteneciente a la serie del spinaserol
(Moreau et al., 2004). El mismo se encontr— en una proporci—n aproximada del 336
y fue imposible de separar a pesar de repetidos intentos.

Al analizar con detalle el espectro de RMN -**C (Fig. 9B) se logra distinguir en
el mismo una serie de peque—o0s picos entre los cuales la mayora de los
correspondientes a carbonos sp® aparecen parcialmente superpuestos o muy
pr—ximos a los asignados al 6falmitil -" -stigmastenil -#-p-acetilgluc—sido (9). Sin
embargo, en la regi—n de los carbonos spse observa que los picos correspondientes
a esta nueva serie, aparecen notablemente diferenciados (tanto en d trazo BB como
en el DEPT-135) de los asignados al doble enlace endoc’clico entre C-7 y C-8 en el
compuesto (9). En raz—n a este hecho se pens— que el contaminante era un
esteroide similar a (9), el cual pose’a un esqueleto del tipo spinasterol co mo aglicona

El antlisis del espectro HMQC (Fig. 9D), confirm— esta hip—tesis al detectarse
en el mismo, dos se-—ales poco intensas, t'picas de protones olefnicos en
o= 138.3/5.17; 129.7/5.05 ppm, los cuales se encuentran ubicados en las
posiciones C-22 y C-23 respectivamente, del esqueleto esteroidal. El espectro de
masas tambiZn arrojo informaci—n concluyente, al presentar un pico en m/z= 939,
el cual es concordante con el ion molecular del compuesto minoritario. En
consecuencia, este is—mero fue identificado como (9a) es decir, el 6Gpalmitil -
spinasteril -#-D-acetilgluc—sido. Este metabolito fue reportado de igual forma de la
especie Phytolacca americana (Woo, 1974).

Los compuestos (9) y (9a) se reportan en este estudio por primera vez para
la especie Phytolacca icosandra.
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6@palmitil -! "-stigmastenil -" -D-acetilgluc—sido (9)
6@almitil -spinasteril -" -D-acetilgluc—sido (9a)

I o= 138.3/5.17
(m)

' o= 21.2/1.02
(d; 6.6 Hz)

! om= 12.4/0.79
(t; 7.2 Hz)

I on= 13.1/0.77 28

)

| o= 12.2/0.54
(s)

| o= 34.3/2.32
(t; 7.5 Hz)

I o= 22.8/1.25
(m)

I o= 62.3/4.13; 4.22

! o= 19.2/0.82
(d; 7.1 Hz)

o= 21.5/0.84
(d; 7.1 Hz)

o= 117.4/5.13
(dd; 2.9, 8.5 Hz)

I o= 79.8/3.57
(h; 4.5 Hz)

) (93
FM.= C57H96010 F.M.= C57H 94010

' o= 99.8/4.59
(d; 8.0 Hz)

P.M.= 941 g/mol P.M.= 939 g/mol
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¢ CIDO 3-O-(! -D-2-ACETOXIGLUCOPIRANOSIL) 28-O-! -D-GLUCOPIRANOSIL-SERJGNICO(10)

El glic—sido(10), se aisl— de la fracci—n OJO de la cromatograf'a genegay
medio de una columna cromatogrifica de s’lica gel y fue purific ado utilizando
placas TLC preparativas. Se present— como un s—Ilido amorfo de color knco y se
revel— en placa TLC como una mancha pura de color rojo [R= 0.81; sit. solv.
CHCI,/MeOH/H ,0 (65:35:10); P.f.= +300 C].

El espectro de IR (Fig. 10A; Tabla 10A) mostr— bandas en' .= 3.401 cm ™y
1.220 cm™, caracter'sticas de tensiones O-H y C-O de alcoholes y una banda en
1.569 cm™ propia de tensi—n C=C de compuestos olef'nicos. Por otro lado, se
observaron bandas en 1.729 cm' y 1.075 cm™ propias de tensi—n C=0 y tensi—n
simZtrica C-O-C de Zsteres. El espectro de masas (I.E., 70eV) (Fig. 10BXdel
compuesto (10), present— un ion molecular de m/z= 867, correspondiente a un
producto de f—rmula molecular C ,H,,O4.

Figura 10A. Espectro Infrarrojo (KBr) del ¢cido
3-O-(! -p-2-acetoxiglucopiranosil) 28 -O-! -b-glucopiranosil -serjtnico (10)

Tabla 10A: Bandas de Absorci—n Significativas en el Espectro
Infrarrojo (KBr), del ccido 3 -O-(! -D-2-acetoxiglucopiranosil)
28-0-! -p-glucopiranosil -serjfnico (10)

" (€m™) 3.401 1.729 1.569 1.220 1.075
Asignaci—n O-H C=0 Cc=C C-0 C-0-C
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Figura 10B: Espectro de Masas de Impacto Electr—nico (1.E., 7GV)
del ¢cido 3 -O-(! -D-2-acetoxiglucopiranosil)
28-0-! -p-glucopiranosil -serjfnico (10)

Laboratorio de Productos Naturales-ULA Laborabire de Pharmacognosie UMIB-UB
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Figura 10C. Espectro de RMN-'H (MeOD, 400 MHz) del c¢cido
3-O-(! -p-2-acetoxiglucopiranosil) 28 -O-! -b-glucopiranosil -serjtnico (10)

Tabla 10C. Desplazamientos Qu’micos (") en el RMN-'H

(MeOD, 400 MHz) de la Genina del ¢cido

3-O-(! -p-2-acetoxiglucopiranosil) 28 -O-! -b-glucopiranosil -serjtnico (10)

H H-3 H-5 H-9 H-12 H-18 H-23
" (ppm) 3.27 0.71 1.61 5.33 2.72 1.15

m m - m t dd S
J (Hz) - - 3.2 3.5/13.4

H H-24 H-25 H-26 H-27 H-29 H-31
" (ppm) 0,94 1.04 0.88 1.25 1.23 3.72

m S S S S S S
J (Hz2) - - - -

Laboratorio de Productos Naturales-ULA
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Tabla 10C. Desplazamientos Qu’micos (!) en el RMN-'H
(MeOD, 400 MHz) de los Azucares del ¢cido 3 -O-(" -p-2-acetoxi-
glucopiranosil) 28 -O-" -b-glucopiranosil -serjtnico (10)
3-0O-"-D-2-Acetil glucosa
H H-10 | H-20 | H-30 H-40 H-50 H-60 | 2GD-Ac
I (ppm) 4.35 3.21 3.37 3.31 3.28 [3.69/3.84| 1.99
m d t m d m m S
J (Hz) 7.8 8.0 - 3.1 - - -
28-0-"-D-Glucosa
H H-10 H-200 H-300 H-400 H-500 H-600
I (ppm) 5.36 3.33 3.35 3.37 3.42 3.69/3.84
m d m m m m m
J (Hz) 8.1 - - - - -

El espectro de RMN-'H (Fig. 10C; Tabla 10C) mostr— una serie de se—ales que
dieron indicio de la presencia de un triterpeno tipo fcido serjt nico, Zstas fueron:
seis singletes, que por sus desplazamientos e integrales fueron asignadas a grupos
metilos soportados por carbonos cuaternarios, dos metilos adicionales despla zados
al,=1.99y 3.72 ppm, de un grupo acetato y un Zsteres met’lico resp ectivamente,
un metino alifftico en !,= 2.72 (H-18), un pico en !, ,= 3.27 ppm asignado a un
prot—n oxigenado (H-3) y un triplete olefnico en !,= 5.33 ppm (H-12). Se
observaron tambiZn una serie de protones en la zona de hidr—genos unidos a tbmos
de ox’geno (! ,= 3.2 a 4.0 ppm) y dos dobletes en ! ,=4.35 (H-10) y 5.35 ppm (H-100)
indicando la presencia de dos monosaciridos.

El espectro de RMN-*C (Fig. 10D; Tabla 10D) mostr— un total de cuarenta y
cinco (45) carbonos, de los cuales, trenita y uno (31) fueron asignados al esqueleto
triterpZnico, el resto de los carbonos, dado su ncemero, hibridaci—n y
desplazamiento, fueron asignados a las dos unidades de hexosa y al grupo acetato.

Mediante el estudio detallado de los espectros COSY (Fig. 10E), HSQC
(Fig. 10F) y HMBC (Fig. 10G) se pudo corroborar la estructura gruesa del
bidesm—sido triterpZnico. Se observ— ademts, que el carbono carbon’lico aginado
al grupo acetato (! .= 180.4 ppm) no presentaba interacciones con ninguno de los
hidr—genos asignados al esqueleto triterpZnico, por lo que necesarianente deb’a
estar unido a una de las dos unidades de hexosa. El cruce TOCSY (Fig. 10E) entre el
metilo perteneciente al grupo acetato y el prot—n H-20 de una delas unidades de
glucosa, ubic— a el referido grupo en la posici—n C-20 de esta unidad

Laboratorio de Productos Naturales-ULA Laborabire de Pharmacognosie UMIB-UB
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Figura 10D. Espectro de RMN-*C (MeOD, 100 MHz) del ¢cido
3-O-(! -p-2-acetoxiglucopiranosil) 28 -O-! -b-glucopiranosil -serjtnico (10)

Tabla 10D. Desplazamientos Qu’'micos (") en el RMN-*3C

(MeOD, 100 MHz) de la Genina del ¢cido

3-O-(! -p-2-acetoxi glucopiranosil) 28 -O-! -b-glucopiranosil -serjtnico (10)

C C-1 C-2 C-3 C4 C-5 C-6 C-7
" (ppm) 39.9 27.0 90.8 40.1 57.1 19.3 34.0
tipo -CH,- -CH,- | >CH-O-| >C< >CH- | -CH,- -CH,-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14
" (ppm) 40.7 49.7 37.9 24.1 124.4 144.4 42.8
tipo >C< >CH - >C< -CH,- =CH - >C= >C<
C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 C-21
" (ppm) 28.9 24.5 47.4 43.8 43.3 44.9 31.3
tipo -CH,- -CH,- >C< >CH - -CH,- >C< -CH,-
C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 C-28
" (ppm) 34.3 28.6 17.0 16.0 17.7 26.2 177.6
tipo -CH,- -CH, -CH, -CH, -CH, -CH, |-0-C=0
C C-29 C-30 C-31 ™S
" (ppm) 28.6 178.7 2.4 Como patr—n interno
tipo -CH, |-O-C=0 | -OCH,

Laboratorio de Productos Naturales-ULA
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Tabla 10D. Desplazamientos Qu’'micos (!) en el RMN-*3C

(MeOD, 100 MHz) de los Azucares del ¢cido

3-O-(" -p-2-acetoxiglucopiranosil) 28 -O-" -D-glucopiranosil -serjtnico (10)

3-0O-"-D-2-Acetil glucosa

C C10| c20| c30| c40| c50| C60 |2-0-Ac | 2-O-Ac
I (ppm) | 106.7 | 75.7 78.2 71.7 77.6 62.8 | 180.4 | 24.2
tipo O,>CH- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | -CH,-O- | O-C=0 CH3
28-0O-"-D-Glucosa
C c-100 Cc-200 Cc-300 Cc-400 Cc-500 c-600
I (ppm) 95.8 73.9 78.7 71.1 78.2 62.4
tipo -O-CH-O-| >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | -CH,-O-

Las interacciones NOESY (Fig. 10H) entre los hidr—genos anomZricos H1/10
con los protones H-3/30, H-5/50 de cada unidad de hexosa fueron se—alésequ’vocas
de la presencia de dos grupos glucosa (Glc). Por otro lado, las constantes de
acoplamiento de los hidr—genos anomZricos (I5 7.8 Hz y Jsg 8.1 Hz) permitieron
asignar una disposici—n beta para los mismos. La posici—n de los azucarepudo
deducirse gracias al desplazamiento qu'mico de unos de los hidr—genos anomZricos
a!,= 5.36 ppm que junto con la interacci—n HMBC del mismo con un carbono
carbon’lico a ! .= 177.6 ppm dtermin— a la primera unidad de hexosa en el ca rbono
C-28 del triterpeno. La interacci—n entre el carbono C-3 del triterpeno (! .= 90.8
ppm) y el segundo prot—n anomZrico desplazado en !, = 4.35 ppm perimiti—
localizar a esta segunda unidad de hexosa en posici—n C-3.

La estereoqu’'mica del bidesm—sido(@0) fue confirmada mediante el estudio
del espectro NOESY, as’ como de su derivado acetilado (10a). Se concluy— pues,
que el compuesto (10) era el 4&cido 3-O-("-D-2-acetoxiglucopiranosil) 28-O-
"-D-glucopiranosil-serjinico. La presencia de este compuesto sin el grupo
acetoxi- en C-20, fue reportada por primera vez de la espea Phytolacca thyrsiflora
(Haraguchi et al., 1987), sin embargo, al poseer un grupo acetato ubicado en la
posici—n C-20 de la unidad 3-0-b-glucosa este glic—sido es considerado unmmevo
producto natural. Para el mismo se propuso el nombre de Icosandr—sido (10).

Laboratorio de Productos Naturales-ULA
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Figura 10E. Espectros'H-'H COSY y TOCSY (MeOD)
del ¢cido 3 -O-(! -D-2-acetoxiglucopiranosil)
28-0-! -p-glucopiranosil -serjfnico (10)

Laboratorio de Productos Naturales-ULA Laborabire de Pharmacognosie UMIB-UB
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Figura 10F. Espectro HMQC (MeOD) del ¢cido
3-O-(! -p-2-acetoxiglucopiranosil) 28 -O-! -b-glucopiranosil -serjtnico (10)

Laboratorio de Productos Naturales-ULA Laborabire de Pharmacognosie UMIB-UB
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Figura 10G. Espectro HMBC (MeOD) del ¢cido
3-O-(! -p-2-acetoxiglucopiranosil) 28 -O-! -b-glucopiranosil -serjtnico (10)

Laboratorio de Productos Naturales-ULA Laborabire de Pharmacognosie UMIB-UB
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Figura 10H. Espectros NOESY (MeOD) del ¢cido
3-O-(! -p-2-acetoxiglucopiranosil) 28 -O-! -b-glucopiranosil -serjtnico (10)
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ccido 3 -O-(! -p-2-acetoxiglucopiranosil) 28 -O-! -b-glucopiranosil -serjfnico (10)

29 30 31
= 10, 0000 oy

6
CH,OH
S
O O
1 HO A4
- 2 s~ OH
CHs,
' : OH
S H (tcr=958/5.36(d, 8.1 Hz))
HsC CHg
23 24

I ep= 17.0/0.94(s)

I o= 28.6/1.15(s)

33(:F13

F.M.= C45H 70016

P.M.= 867 g/mol
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¢ CIDO 3-O-[-! -L-RHAMNOPIRANOSIL (1" 2)-#-D-GLUCOPIRANOSIL(1" 2)-#-D-GLUCO-
PIRANOSIL] 28-O-#-D-GLUCOPIRANOSIL-SERJGNICO (11)

El compuesto (11) se obtuvo como un s—Ilido blanco por separaci—n
cromatogrifica utilizando una columna de sephadex LH -20, de la fracci—n OKO de la
cromatograf'a general. Se revel— en placa de TLC cmo un compuesto puro de color
rojo [R~=0.21; sist. solv. CHCI ;/MeOH/H ,0O (65:35:10); P.f.=+300 ;C].

El espectro de RMN-'H (Fig. 10A; Tabla 10A) present— las t'picas se—ales de
hidr—genos pertenecientes a triterpenos tipo oleanano: seis sigletes acampo alto,
dos se—ales en$,= 2.69 y 3.21 ppm, propias de los hidr—genos H-18 y H-3 y un
triplete en $,= 5.31 ppm del doble enlace entre C -12 y C-13. En la zona de los
protones doblemente oxigenados pudieron apreciarse cuatro dobletes [,= 4.40 (H-1Q)
4.87 (H-100), 5.18 (HOOO) 5.35-18000) ppm] que confirmaron cuatro unidades de
hexosa. La presencia de un grupo rhamnosa (Rha) fue inferida por medio de un
doblete en $,= 1.24 ppm, cuya integral correspondi— a tres protones. El espectro de
RMN-C (Fig. 10B; Tabla 10B) present— un total de cincuenta y cinco (55) se—ales,
concordantes con un esqueleto triterpZnico tipo fcido serjfnico y cuatro unidades
monosaciridas.

El establecimiento de las cuatro unidades de hexosa fue llevado a cabo
mediante el antlisis de los espectros de TOCSY (Fig. 10C), HMBC (Fig. 10E) y
NOESY, corrobortndose la presencia de tres unidades de glucosa y un grupo
rhamnosa. La interacci—n HMBC del carbono carbon’lico en $.= 177.6 ppm con el
prot—n anomZrico en$,= 5.35 ppm, ubic— a una de las unidades de glucosa de la
posici—n G28, la misma no mostr— otras conexiones interglicos’dicas por lo que
|—gicamente las tres unidades remanentes se ubicaron en la posici—n 3 de la
aglicona. El cruce HMBC entre el prot—n H-3 ($,= 3.21 ppm) del triterpeno y el
carbono anomZrico C-10 $.= 105.7 ppm) indicaron la sustituci—n en C -3 de un
segundo grupo glucosa. Los inusuales desplazamientos a campo bajo de los
protones H-20 y 200 $.= 78.2 y 79.2 ppm, fueron indicios inequ’vocos de la
sustituci—n de los azucares restantes en esta posici—n, quedando as’ la comxe—n
interglicos’dica en C -3 del tipo: 3-O-Glc" Glc*' Rha®. La configuraci—n de los
azoecares fue apoyada ademis por medio de las constantes de acoplaranto de los
protones anomZricos, para lo cual se concluyeron tres unidades #-glucosa (Js 7.8;
Jdéag 7.7 Y JdoesssS-1) ¥y una ! -rhamnosa (Jgss 1.1 Hz). EI compuesto (11) se
determin— entonces como el gido 3-O-[-! -L-rhamnopiranosil (1" 2)-#-D-gluco-
piranosil (1" 2)-#-D-glucopiranosil] 28-O-#-D-glucopiranosil -serjtnico.
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Figura 11A. Espectro de RMN-*H (MeOD, 400 MHz) del
¢ cido 3-O-[-! -L-rhamno piranosil (1" 2) glucopiranosil

(1" 2)-#-p-glucopiranosil] 28-O-#-D-glucopiranosil -serjtnico (11)

Tabla 11A. Desplazamientos Qu'micos ( $) en el RMN-'H

(MeOD, 400 MHz) de la Genina del ¢cido

3-O-[-! -L-rhamno -piranosil (1" 2)-#-D-glucopiranosil

(1" 2)-#-p-glucopiranosil] 28-O-#-D-glucopiranosil -serjtnico (11)

H H-3 H-5 H-9 H-12 H-18 H-23
$ (ppm) 3.21 0.77 1.60 5.31 2.69 1.11
m m m m t dd S
J (Hz) - - 3.3 3.0/13.5
H H-24 H-25 H-26 H-27 H-29 H-31
$ (ppm) 0.87 0.96 0.79 1.17 1.14 3.70
m S S S S S S
J (Hz2) - - - -
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Tabla 11A. Desplazamientos Qu'micos (!) en el RMN-'H
(MeOD, 400 MHz) de los Azucares del ¢cido
3-O-[-" -L-rhamno-piranosil (1# 2)-$-b-glucopiranosil
(1# 2)-$-D-glucopiranosil] 28-O-$-D-glucopiranosil -serjfnico (11)

3-O-%$-D-Glucosa

H H-10 H-20 H-30 H-40 H-50 H-60
I (ppm) 4.40 3.66 3.56 3.75 3.25 3.64/3.87
m d m m m m m
J (Hz) 7.8 - - - - -
2G0-$-b-Glucosa
H H-100 H-200 H-300 H-400 H-500 H-600
I (ppm) 4.87 3.34 3.65 3.34 3.04 3.66/3.84
m d m m m t m
J (Hz) 7.7 - - - 9.4 -
200-$-p-Rhamnosa
H H-1004 H-2004 H-300g H-4004 H-500( H-6000
I (ppm) 5.18 3.92 3.74 3.37 4.13 1.25
m d m ad m m d
J (Hz) 1.1 - 3.3/9.6 - - 6.1
28-0-%$-D-Glucosa
H H-1004 H-2008 H-300§ H-4000 H-50008 H-60000
I (ppm) 5.35 3.31 3.35 3.24 3.43 3.52/3.82
m d m m m m m
J (Hz) 8.1 - - - - -

Al realizar la bcesqueda bibliogrifica de este compuesto, se observ— ge el
mismo fue aislado en primera ocasi—n dePhytolacca bogotensis(Nielsen et al., 1995);
ademis, es la segunda vez que se reporta para la especiePhytolacca icosandra
(Treyvaud et al., 2000). En el estudio realizado en primera ocasi—n, se report— para
este compuesto una mediana actividad moluscicida contra de Biomphalaria glabrata
(MIC >50 pg/mL) as’ como una baja actividad espermicida (MIC >60 pg/mL).

Laboratorio de Productos Naturales-ULA Laborabire de Pharmacognosie UMIB-UB
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Figura 11B. Espectro de RMN-*C (MeOD, 100 MHz) del

¢ cido 3-O-[-! -L-rhamno piranosil (1" 2)-#-D-glucopiranosil(1 " 2)
-#-D-glucopiranosil] 28-O-#-D-glucopiranosil -serjtnico (11)

Tabla 11B. Desplazamientos Qu'micos ($) en el RMN-*C

(MeOD, 100 MHz) del la Genina del ccido

3-O-[-! -L-rhamno -piranosil (1" 2)-#-D-glucopiranosil

(1" 2)-#-p-glucopiranosil] 28-O-#-D-glucopiranosil -serjtnico (11)

C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7
$ (ppm) 39.7 26.9 92.2 40.6 57.0 19.3 34.0
tipo -CH,- -CH,- | >CH -O- >C< >CH - -CH,- -CH,-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14
$ (ppm) 40.5 48.1 37.9 24.3 124.4 144.4 42.8
tipo >C< >CH - >C< -CH,- =CH - >C= >C<
C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 C-21
$ (ppm) 28.8 24.5 47.4 43.9 43.3 45.0 31.3
tipo -CH,- -CH,- >C< >CH - -CH,- >C< -CH,-
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C C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 C-28
I (ppm) 34.4 28.8 16.9 15.9 17.7 26.2 177.6
tlpO -CH2' -CH3 -CH3 -CH3 -CH3 -CH3 'O'C:O
C C-29 C-30 C-31 ™S
I
! (ppm) 28.6 178.8 52.4 como referencia interna
tipo -CH, -O-C=0 | -OCH,

Tabla 11B. Desplazamientos Qu'micos (!) en el RMN-*C

(MeOD, 100 MHz) de los Azcecares delccido

3-O-[-" -L-rhamno -piranosil (1# 2)-$-b-glucopiranosil
(1# 2)-$-D-glucopiranosil] 28-O-$-D-glucopiranosil -serjfnico (11)
3-0-%$-p-Glucosa

C c-10 c-20 c-30 c-40 c-50 c-60
I (ppm) 105.7 78.2 78.9 72.2 78.1 62.4
tipo -O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH -O- -CH,-O-
2G0-$-b-Glucosa
C Cc-100 Cc-200 C-300 C-400 Cc-500 c-600
I (ppm) 102.1 79.3 77.8 71.1 78.2 62.3
tipo -O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH -O- -CH,-O-
200-$-p-Rhamnosa
C C-100640 c-20064 30064 4004 5000 Cc-6000
I (ppm) 102.0 72.2 72.1 74.2 69.5 18.3
tipo -O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH -O- -CH,
28-0-%$-D-Glucosa
C C-1000 c-20060 3000 c40060 5000 C-600008
I (ppm) 95.7 73.8 78.7 72.1 79.6 62.4
tipo -O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH -O- -CH,-O-
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Figura 11C. Espectros*H-'H COSY y TOCSY (MeQOD)
del ¢cido 3 -O-[-! -L-rhamnopiranosil (1" 2)-#-D-glucopir anosil
(1" 2)-#-p-glucopiranosil] 28-O-#-D-glucopiranosil -serjtnico (11)
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Figura 11D. Espectro HMQC (MeOD)
del ¢cido 3 -O-[-! -L-rhamnopiranosil (1" 2)-#-D-glucopira nosil
(1" 2)-#-p-glucopiranosil] 28-O-#-D-glucopiranosil -serjtnico (11)
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Figura 11E. Espectro HMBC (MeQOD)
del ¢cido 3 -O-[-! -L-rhamnopiranosil (1" 2)-#-D-glucopira nosil
(1" 2)-#-p-glucopiranosil] 28-O-#-D-glucopiranosil -serjtnico (11)
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¢ccido 3 -O-[-! -L-rhamnopiranosil (1" 2)-#-D-glucopiranosil(1 " 2)-#-D-glucopiranosil]
28-0O-#-D-glucopiranosil -serjfnico (11)

FM.= C55H 88024

P.M.= 1.133 g/mol

| o= 102.0/5.18(d, 1.1 Hz)




| 148

9,10-METILEDIOXI , 5-METOXI-PELTOGINANO (12):

El compuesto (12) se logr— obtener de la reuni—n OGO de la cromatograf'a
general, mediante la purificaci—n por placas preparativas (PTLC). EI mismo, se
present— como un s—Ilido amorfo de color blancogl cual pod’a observarse en placa
fina de TLC como un compuesto color azul celeste bajo luz UV (254 y 366 nm) y
presentaba una coloraci—n amarilla al ser revelado con revelador leumQ
[R=0.43; sit. solv. Hex/EtOAc (50:50); P.f.=+250 C].

El espectro de masas del referido compuesto (Fig. 12A), present— un ion
molecular de m/z= 324, congruente con una f—rmula molecular C ;;H,,04 y para la
cual corresponden tr ece (13) grados de instauraci—n. Resent— ademisun pico base
en m/z= 293, correspon diente a la pZrdida de un grupo -OCH,. El espectro de IR
(Fig. 12B; Tabla 12B) present— bandas en ., = 2.921 cm * y 1.462 cm™, propias de
vibraciones de tensi—n =C-H y C=C de compuestos aromiticos, una banda en 1.634
cm™ de tensi—n C=0 de grupos carborilo y se-ales en 1.255 cm™ y 1.025 cm™
correspondientes a vibraciones de tensi—n GO-C asimZtrica y simZtrica de grupos
Zteres.

Figural2A: Espectro de Masas de Impacto Electr—nico(l.E., 70 eV)
del 9,10-metiledioxi, 5 -metoxi-peltoginano (12)
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Figura 12B. Espectro Infrarrojo (KBr) del
9,10-metiledioxi, 5 -metoxi-peltoginano (12)

Tabla 12B: Bandas de Absorci—n Significativasen el Espectro
Infrarrojo (KBr) del 9,10-metiled ioxi, 5 -metoxi-peltoginano (12)

! mix (cm™) 2.921 1.634 1.462 1.255 1.025
Asignaci—n =C-H >C=0 Cc=C C-O-C... | CO-Cyg,

En el espectro de RMN-'H (Fig. 12C; Tabla 12C) se pudieron observar nueve
(9) se—ales, las cuales se analizaron como: un singlete intenso en "= 3.64 ppm, que
por su integral y desplazamiento se asign— a un grupo metoxilo (-OCH,), dos
singletes desplazados en ",= 6.08 (H-5) y 6.12 ppm (pr—pio de hidr—genos
doblemente oxigenados) el prot—n mis apantallado se identific— como unmetino
(O-CH-0), y el menos apantallado, gracias a su integral, como un grupo
metilendioxi- (O-CH ,-O). En la zona de los hidr—genos aromiticos se observaron
primeramente cuatro se-ales [",=7.41( ,H-4);756( ,H-2);759 ( ,H3)y
7.91 ( , H-1) ppm], relacionadas entre s’ por sus constantes de acoplamiento (k£
4.0y 8.0 Hz) y que gracias a su multiplicidad fueron confirmad as como parte de un
anillo aromitico bi-sustituido. Finalmente se observaron en esta misma zona, dos
singletes en "= 6.98 (H-11) y 7.63 (H-8) ppm.

Laoatoio ePo ctos at ales LA La o atoi e e Pha aco nosie MIB-
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Figura 12C. Espectro de RMN-'H (CDCl,, 400 MHz)
del 9,10-metiledioxi, 5 -metoxi-peltoginano (12)

Tabla 12C. Desplazamientos Qu’micos (!) en el RMN-'H
(CDCl;, 400 MHz) del 9,10-metil edioxi, 5 -metoxi-peltoginano (12)

H H-1 H-2 H-3 H-4 H-5
I (ppm) 7.91 7.56 7.59 7.41 6.08
m dd td td dd S
J (Hz) 1.2/7.3 7.5/1.3 7.5/1.3 1.2/7.2 -
H H-8 H-11 O-CH,-O -OCH,
I (ppm) 7.63 6.98 6.12 3.64
m S S S S
J (Hz) - - - -

El espectro de RMN-2C (Fig 12D; Tabla 12D) present— un total de dieciocho
(18) carbonos, entre los que resaltaban: un carbono carbon’lico [!.= 171.0 ppm
(C-7)], cinco carbonos sp? oxigenados [! .= 152.7 (C-10), 152.1 (C-11a), 146.1 (C-9),
145.9 (C-12a) y 133.7 (C-6a) ppm], seis metinos sg [! .= 131.0 (C-3), 129.9 (C-2),
126.3 (C-4), 121.6 (C-1), 102.4 (C-8) y 97.8 (C-11) ppnj, un metileno y metino
doblemente oxigenados [!.= 102.5 y 98.5 (C-5) ppm] y un carbono metox’lico
(! c=56.1 ppm).
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Tabla 12D. Espectro de RMN-**C (CDCl,, 100 MHz)
del 9,10-metiledioxi, 5 -metoxi-peltoginano (12)

Tabla 12D. Desplazamientos Qu’'micos (!) en el RMN-*3C
(MeOD, 100 MHz) del 9,10-metiledioxi, 5 -metoxi-peltoginano (12)

C C1 C-2 C-3 C4 C-4a C-5 C-6a
' (ppm) 121.6 129.9 131.0 126.3 130.9 98.5 133.7
tipo =C-H =C-H =C-H =C-H =C= O-CH-O| =C-O
C C-7 C-7a C-8 C-9 C-10 C-11 C-11a
' (ppm) 171.0 1194 102.4 146.0 152.7 97.8 152.1
tipo C=0 =C= =C-H =C-0O =C-0O =C-H =C-0O
C C-12a C-12b - -
' (ppm) 145.9 123.8 102.5 56.1 TMS- .
Como referencia interna
tipo =C-0O =C= 0-CH,-0 | -OCH,

El espectro 'H-'H COSY (Fig. 12E) proporcion— relativamente poca informa-

ci—n, sin embargo se pudo observar una correlaci—n muy dZbil entre los dos
singuletes aromtticos en ! ;= 6.98 (H-8) y 7.63 (H-11) ppm, lo que di— indicios de
una posible dispocici—n QparaO entre Zstos, en un anillo aromitico tetra-sustituido.
Otras correlaciones COSY observadas fueron: H-1' H-2" H-3" H-4.

La informaci—n sustra’da hasta este punto permiti— el establecimento de
varias subestructuras, a saber: un carbono carbon’lico (Subest. 1), un grupo metoxilo
(Subest. 2), un metino acettlico (Subest. 3), un grupo metilendioxi- (Subest. 4), un
anillo aromttico bi-sustituido (Subest. 5) y un anillo aromttico tetra-sustit uido

(Subest. 6).
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Tabla 12E. Espectro de'H-'H COSY (CDCl,), del
9,10-metiledioxi, 5 -metoxi-peltoginano (12)
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El espectro HMBC (Fig. 12G) proporcion— la informaci—n necesariapara el
engranaje total del compuesto (12). Los protones pertenecientes al grupo
metilendioxi - (! 4= 6.12/102.5 ppm) presentaron correlaciones con dos carbonos
sp? cuaternarios desplazados en! .= 152.7 (C-10) y 146.0 (C-9) ppm, que a su vez se
cruzaban con los singletes ubicados en !, = 7.63 (H-8) y 6.98 (H-11) ppm. El
hidr—geno en!,= 6.98 ppm (H-11), present— una tercera correlaci—n con un
carbono alfa a un grupo carbonilo [!.= 119.4 ppm (C-7a)], mientras que el
hidr—geno localizado en! = 7.63 ppm (H-7), present— dos interacciones mis: la
primera con un carbono sp ? cuaternario, que por su desplazamiento a ! .= 152.1
ppm (C-11a), corresponde a un carbono oxigenado y la segunda con el carbono
carbon’lico en ! .=171.0 (C-7) ppm. En este punto, se pudo observar la uni—n de las
subestructuras 1, 4 y 6, que dieron origen a una subestructura mayor, la c ual fue
denominada OSubestructura AQ(Fig. B). El total de correlaciones observadas fueron:
H-11" C-9" OCH,0" C-10" H-8, C-11a" H-8" C-7y C-10" H-11" C-7a.

Una segunda subestructura gruesa, surge de la uni—n de las subestructuras 2,
3 y 5. Las correlaciones HMBC entre el grupo metoxilo ( !,,.= 3.64/56.1 ppm) y el
carbono acetflico [! .= 6.08/98.5 ppm (C/H -5)] relacionaron a las subestructuras 2
y 3. Por otro lado, las inter acciones entre el carbono acettlico y uno de los protones
del anillo aromitico bisustitu'do [ !,= 7.41 (H -4)] unen a la subestructura 3 con la 5,
esta misma uni—n se vi— reforzadgracias a la interacci—n que present— uno de los
carbonos cuaternarios del anillo bisustituido [ !'.= 123.8 (H-12b)], con los los
hidr—genos ubicados en! ;= 7.41 (H -4) y 6.08 (H-5) ppm antes mencionados. Una
celtima correlaci—n surge entre el prot—en ! ,= 7.91 (H-1) del anillo arom#tico y un
carbono cuaternario oxigenado desplazado a ! .= 145.9 (C-12a) ppm. La uni—n de
estas tres subestructuras dan origen a la OSubestructua BO (Fig. B). El total de
cruces HMBC observados fue entonces OCH;" C-5" H-4" C-12b" H-5" C-6a,
C-12a" H-1" C-3yH-2" C-4.

Figura B: Interacciones HMBC en la formaci—n de la Subestructura A.
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Figura B-1: Interacciones HMBC en la formaci—n de la Subestructura B.

Figura 12F: Espectro HMQC (CDCl,), del
9,10-metiledioxi, 5 -metoxi-peltoginano (12)
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Figura 12G: Espectro HMBC (CDCl,) del
9,10-metiledioxi, 5 -metoxi-peltoginano (12)
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En este punto se pudo observar que tanto la subestructura OAO como 1aOBO
presentaban ambas seis (6) grados de insaturaci—nde un total de doce (12). Las
unio nes entre los carbonos C-6a y C-7 ylos carbonos C-11a y C-12a proporcionaron
el celtimo grado de insaturaci—n necesario para engranar de maneratotal la
estructura del compuesto (12).

Al observar el esqueleto base de esta sustancia, se puede apreciar que el
mismo posee una estructura tipo flavonoide el cual ha sufrido una modificaci—n
entre los anillos By C, este tipo de compuestos pertenece al grupo de los llamados
Opeltoginoides), conocidos tambiZn en algunos casos como OhomoflavonoidesO
(Fig C). El hecho de ser (12) una estructura de este tipo frente a otras posibilidades
como bi-isocumarinas o rotenoides (Fig. C), deriva del hecho de que: a) para el caso
de bi- isocumarinas, los valores reportados para el carbono carbon’lico se encuent ra
aproximadamente en ! .= 157 ppm (Snyder and Nakanishi, 1981), valor que se
encuentran muy por debajo del observado para el compuesto (12), b) de tratarse de
un rotenoide, la int eracci—n HMBC entre el prot—n aromitico H4 (! ;= 7.41 ppm) y
el carbono acettlico C-5 (! .= 98.5 ppm) no podr’a observarse, debido a la ubicaci—n
a mis de cuatroenlaces, la cual s’ esobservada en (12).

Con ello quedan descartadas estas posibilidades y se confirma sin lugar a
duda la presencia de estetipo de esqueleto en el compuesto (12). La estereoqu’mica
en C-5 queda sin resolver, ya que no existen hidr—genos aleda—os con los cuales &
prot—n H5 pueda formar fngulos dihedrales.

Figura C. Esqueletos del tipo: (a) bi-isocumarina, (b) rotenoides,
(c) peltoginoides
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En raz—n a lo anterior se concluye que la estructura del compuesto en
estudio corresponde a la del 9,10-metilendioxi, 5-metoxi-peltoginano (12).
Hasta ahora, Zste compuesto nose ha encontrado reportado en la literatura y por
tanto es considerado un nuevo producto natural. Para el mismo se ha
propuesto, sobre la base de su origen, el nombre delcosandrina.

Los compuestos pertenecientes a serie de los peltoginanos, se han eacontrado
mayormente en diversos gZreros de la familia Leguminoseae como: Colophospermum
(Drewes and Roux, 1965; 1966; 1967) Goniorrhachis (Gotlieb and de Souza, 1972),
Peltogyne (van der Merwe et al., 1972; de Almeida et al., 1974; Malan and Roux, 1974),
Acacia (van Heerden et al., 1979; Brant et al., 1981; Ahmadu et al., 2010), Caesalpinia
(McPhearson et al., 1983), Derris (Koysomboon et al., 2006), sin embargo, tambiZn
han estado presentesen gZneros de otras familias, entre estas estan: /ris (Iridaceae)
(Choudary et al., 2001), Macaranga y Croton (Euphorbiaceae) (Li et al., 2009;
Zou et al.,, 2010), Ophioglossum (Ophioglossaceae) (Lin et al., 2005) y Cassine
(Celastraceae) (Drewes and Masimbye, 1993).

Es de resaltar, el hecho de que aparte de ser un nuevo compuesto natural, es
la primera vez que se encuentra este tipo de metabolito secundari o dentro del
gZnero Phytolacca y mts acen, en la familia Phytolaccaceae, loque podr'a constituir
un dato de gran relevancia en estudios de tipo quimiotaxon—mico.
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9,10-metiledioxi, 5 -metoxi-peltoginano (12)

F.M.= C18H 1206

! CIH™ 129.9/7.56
(s)

I on= 121.6/7.91
H

P.M.= 324 g/mol

| o= 97.8/6.98
(s)

| = 102.5/6.12 —
| o= 131.0/7.59
(s) ©

I o= 126.3/7.41
(s)

oot ()
()

(s)

1c=171.0
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Estudio Fitoqu'’mico de
Cestrum ruizteranianum
Benitez & DOArcy
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Esquema dd Aislamiento y Purificaci—n de Saponinas Esteroidal es de
los Frutos de Cestrum ruizteranianum Benitez & DOArcy
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¢ CIDO OLEANILICO (13) Y ¢ cibo URsiLico (13a)

De la fracci—n OSO de la cromatograf'a general, se logr— sepapor columna
de sephadex LH-20 un s—lido amorfo de color blanco, el cual se revel— en placa TLC
como una mancha pura de color rosado [R;= 0.61, sist. solv. Hex/EtOAc (8:2); P.f.=
250-252 i C].

Al realizar un antlisis a los espectros FAB -MS (Fig. 13A; 13A), RMN-'H y
RMN-C (Fig. 13B; Tabla 13B) as’ como de los bidimensionales (COSY, TOCSY,
HMQC, HMBC y NOESY) pudimos darnos cuenta de manera ripida, que el
compuesto en cuesti—n era en realidad una mezcla de dos triterpenos bastante
comunes, conocidos como #*cido urs—lico (13) y #fcido olean—lico (13a), en
proporci—n aproximada de 4:1 respectivamente. De igual forma, se procedi— a
comparar los valores experimentales de RMN -**C con los reportados en la literatura
para este tipo de compuestos (Mahato et al., 1992; Mahato and Sucharita, 1997) y
adicionalmente se compararon los valores de R de la muestra con una muestra
patr—n. As’ pues, pudo confirmarse de manera inequ’voca las estructuras (13) y
(13a). Como se mencion— anteriormente, Zstodriterpenos son bastante conocidos y
ampliamente distribuidos en el reino vegetal. P ara esta mezcla de fcidos se han
reportado una gran gama de propiedades biol—gicas yfarmacol—gic&, entre las que
destacan la hepato-protectiva y antiinflamatoria (Liu, 1995, 2005).

Figura 13A. Espectro FAB-MS de los ¢cidos Urs—lico (13) y
Olean—Ilico(13a)
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Figura 13B. Espectro de RMN-*3C (C,D;N, 150 MHz) de la
Mezcla de ¢cid o Urs—lico(13) y Olean—Ilico(13a)

Tabla 13B. Desplazamientos Qu’'micos (!) en el RMN-*C (C,D;N,
150 MHz) de la Mezcla de ¢cido Urs—lico(13) y Olean—lico(13a)

C c-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7
I (ppm) 38.9 27.3 77.1 39.1 55.4 18.3 33.2
tipo -CH,- -CH,- | >CH-O-| >C< >CH - -CH,- -CH,-
C C-8 C-9 C-10 Cc-11 C-12 C-13 C-14
I (ppm) 18.4 47.9 37.0 23.3 124.5 138.9 42.1
tipo >C< >CH - >C< -CH,- =CH - >C= >C<
C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 c-21
I (ppm) 28.3 24.5 47.9 53.1 39.3 39.5 30.6
tipo -CH,- -CH,- >C< >CH - -CH,- >C< -CH,-
C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 C-28
I (ppm) 36.9 28.4 17.1 15.1 16.2 23.4 179.8
tipo -CH,- -CH, -CH, -CH, -CH, -CH, |-0-C=0
C C-29 C-30 Cc-120 | c-130 | C-290 T™S
' (ppm) 17.1 21.1 122.2 144.2 33.2 como referencia
tipo -CH, |-O-C=0| =CH- | >C= -CH, interna
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ccido Urs—Ilico (13) y ¢cido Olean—lico (13a)
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PENNOGENINA-3-O-[! -L-RHAMNOPIRANOSIL (1" 2)-! -L-RHAMNOPIRANOSIL (1" 4)]-
#-D-GLUCOPIRANISIDO (14)

El compuesto (14) fue obtenido de la fracci—n OAO de la cromatografa
general por medio de columna de gel s’lice de fase normal. Se aisl— como un s—lido
amorfo de color blanco, revelado en placa TLC como una mancha pura de color
verde [R=0.48, sist. solv. CHCI,/MeOH/H,0O (70:30:5); P.f.= +300 C].

El espectro FAB-MS (Fig. 14A) muestra un ion molecular de m/z= 883,
correspondiente a una f—rmula molecular de C,;H,,0,,, se observ—ademits un pico
en m/z= 737 asignado a la pZrdida de un grupo rhamnosa (Rha) (146 u.m.a). El
antlisis del espectro de RMN-'H (Fig. 14B; Tabla 14B) mostr— nuevamente dos
zonas bastante diferenciadas, que evidencian la presencia de una sustancia
glicosidada que presentaba tres (3) unidades de hexosa dados los protones
anomZricos en $,= 4.80, d (H-10); 5.65d (H-100) y 6.16,(H-1000) ppm. Dos de de los
protones se asignaron a unidades de rhamnosa (Rha) dada la presencia de dos
metilos dobletes en $,= 1.52, (H-600) y 1.6TH-600Q)np el tercer hidr—geno fue
asignado a un grupo tipo glucosa (Glc). A campo alto resaltaron cuatro (4) se—ales
correspondientes a metilos en $,= 0.62, d (H-27); 0.87, s (H-18); 0.98, s (H-19) y
1.17, d (H-27), indicativo de la presencia de un esqueleto de tipo esteroidal.

Figura 14A. Espectro FAB-MS de la Pennogenina
3-O-[! -L-rhamnopiranosil (1" 2)-! -L-rhamnopiranosil (1" 4)]
-#-D-glucopiran—sido(14)
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El espectro de RMN-'3C present— un toal de cuarenta y cinco (45) carbonos,
de los cuales, dieciocho se asignaron (por su desplazamiento) a las tres unidades de
monosaciridos, lo que dejo un total de veintisiete (27) carbonos pertenecientes
|—gicamente a la aglicona. BEte nceemero es concordantecon la cantidad normal de
carbonos que corresponder'a a un esqueleto del tipo esteroidal y aunado a la
presencia de un carbono cettlico en ! = 109.7 (C-22) ppm se determin— que la
naturaleza del esqueleto carbonado era de la serie del espirostano.

El antlisis detallad o del espectro de HMBC (Fig. 14G) permiti— identificar la
aglicona de manera inamb’gYa, a travZs de las diferentes interacciones de los
metilos con sus carbonos e hidr—genos aleda—os, en este sentido, seudieron
observar las siguientes corrdaciones: C-13" H-18" C-14, C-12" H-18" C-17, C-5"
H-19" C-9, C1" H-19" C10, G17" H-21" C-20, C-22" H-21, C-26" H-27" C-25 y
C-24" H-27. De esta manera, se confirmola presencia de un esqueleto espirosttnico
con un doble enlace ubicado entre los carbonos C-5 y C-6 (5-espirosteno), ubicado
gracias a la interacci—nHMBC entre el metilo H-19 (! ,= 0.98 ppm) y un carbono
cuaternario sp? en ! .= 140.5 ppm (C-5). Se observ—ademis la presnecia un grupo
hidroxilo en el carbono C-17 de la aglicona, dado que el mismo se encontaba
inusualmente desapantallado a !.= 89.9 ppm (C-17), ademits pudo ubicarse
mediante las interacciones HMBC con los metilos H-18 (! ,= 0.87 ppm), H-19
('c=0.98 ppm)y H-16 (! ,= 4.45 ppm).

La interacci—n NOE (Fig. 14H) entre el metilo H-27 y el prot—n H26#,
determin— la disposici—n de H27#. Los desplazamientos de RMN-*C observados
para los carbonos C-23, C-24, C-26 y C-27, fueron concordantes con una
configuraci—n (25R) del anillo espirosttnico (Welzel et al., 1981). La disposici—n alfa
del metilo H-21 se evidenci— gracias al desplazamiento del mismo a campo
inusualmente alto (! .= 9.4 ppm), como consecuencia del impedimento estZrico
producido por el -OH# en C-17, lo que hace ademisque los valores de C-16 y C-17
se observen en el rango de 10s$90.0 ppm (Marquardt, 1978), con esto se concluye
ademis que la fusi—n de los anillos D y E ocurre de forma (risO Segecen estas
observaciones, se identifico a la aglicona como: (25R),17#-hidr—xi-5-espirosteno,
conocida comeenmente como @enno eninaO (Espejcet al., 1982; Agrawal et al., 1985).

La elucidaci—n de los carbohidratos asociados se realizo mediante & antlisis
de los espectros COSY, TOCSY (Figs. 14D y 14E) y HMBC (Fig. 14G. La
identificaci—n de los hidr—genos pertenecientes a los dos grupos rhamnosa(Rha),
pudo lograrse gracias a las correlaciones TOCSY entre los metilos y cada prot—n,
mientras que en el caso de la glucosa (GlIc) las interacciones fueron entre el prot—n
anomZrico y sus correspondientes hidr—genos.
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Figura 14B. Espectro de RMN-'H (C,D;N, 600 MHz) de la
Pennogenina 3-O-[! -L-rhamnopiranosil (1 " 2)-! -L-rhamnopiranosil
(1" 4)]-#-D-glucopiran—sido(14)

Tabla 14B. Desplazamientos Qu’'micos ($) en el RMN-'H (C,D;N,
600 MHz) de la Genina de la Pennogenina 3-O-[! -L-rhamnopiranosil
(1" 2)-! -L-rhamnopiranosil (1" 4)]-#-p-glucopiran—sido(14)

H H-3 H-6 H-8 H-9 H-14 H-16
$ (ppm) 3.79 5.28 1.44 0.84 1.98 4.45
m m m m m m m
J (Hz2) - - - -
H H-18 H-19 H-20 H-21 H-25 H-27
$ (ppm) 0.87 0.98 2.21 1.17 1.48 0.62
m S S m d m d
J (Hz) - - 6.9 - 6.6
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Tabla 14B. Desplazamientos Qu’'micos (!) en el RMN-'H (C;D;N,
600 MHz) de los Azucares de la Pennogenina 3-O-[" -rhamnopiranosil
(1# 2)-" -L-rhamnopiranosil (1 # 4)]-$-b-glucopiran—sido(14)

3-0-%$-p-Glucosa
H H-10 H-20 H-30 H-40 H-50 H-60
' (ppm) 4.80 4.07 4.18 4.07 3.79 3.99/4.11
m d m m m m m
J (H2) 5.6 - - - - -
2@0-$-D-Rhamnosa
H H-100 H-200 H-300 H-400 H-500 H-600
' (ppm) 6.16 4.75 4.50 4.23 4.81 1.67
m d m m m m d
J (H2) 1.2 - - - - 5.7
4G0-$-D-Rhamnosa
H H-1000| H-2000 H-300d H-4004 H-5000 H-6000
' (ppm) 5.65 4.58 4.43 4.22 4.73 1.52
m d m m m m d
J (H2) 1.2 - - - - 5.5

Se pudo conocer la naturaleza de cada azcecar gracias a las irgracciones NOE
(Fig. 14G) de los protones anomZricos. Los cruces H-36H-1@H-50 se observaron
para la $-glucosa, mientras que para las " -rhamnosas se observan las interacciones
H-106H-400 y #O%@-4000. Las constantes de acoplamientofies 5.6 Hz, J.,55 1.2
Hzy J..s861.2 Hz , confirmaron estas deducciones.

La interacci—n NOE entre el hidr—geno H-3 !(,= 3.79 ppm) y el prot—n
anomZrico H-10 I(,,= 4.80 ppm) ubic— a la unidad de glucosa en la posici—n C-3 de
la aglicona. Por otro lado, las interacciones HMBC H-100€C-4 y H-10®C-20 ubican a
las unidades de rhamnosa en las posiciones C-20 y C-40 de la 3-O-glucosha
interconexi—n del tipo Rha& 2Glc*# Rha entre estas unidades es bastante comcen en
saponinas de tipo esteroidal y se conocen con el nombre de O -chacotri—sidd.
Segeen lo observado anteriormente, se pudo elucidar al compuesto (14) como la
pennogenina-3-O-[" -L-rhamnopiranosil(1 # 2)-" -L-rhamno-piranosil(1 # 4)]-$-D-gluco-
piran—sido. EI mismo fue aislado por primera vez de Trillium kamtschaticum
(Liliaceae) (Nohara et al., 1975), sin embargo es la primera vez que se obtiene en el
gZnero Cestrum.
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Figura 14C. Espectro de RMN-*3C (C,D;N, 150 MHz) de la
Pennogenina 3-O-[! -L-rhamnopiranosil (1 " 2)-! -L-rhamnopiranosil
(1" 4)]-#-D-glucopiran—sido(14)

Tabla 14C. Desplazamientos Qu’micos ($) en el RMN-*3C (C,DiN,
150 MHz) de la Genina de la Pennogenina 3-O-[! -L-rhamnopiranosil
(1" 2)-! -L-rhamnopiranosil (1 " 4)]-#-D-glucopiran—sido(14)

C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7
$(ppm) | 37.2 32.0 77.9 38.6 140.5 121.6 31.8
tipo -CH,- | -CH,- | >CH-O-| -CH,- >C= =CH- | -CH,-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14
$(ppm) | 32.1 49.8 36.8 20.6 31.9 44.8 52.7
tipo >CH - >CH - >C< -CH,- -CH,- >C< >CH -
C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 c-21
$(ppm) | 317 89.5 89.9 16.8 19.1 44.5 9.4
tipo -CH,- | >CH-O-| >C-O- | -CH, -CH, >CH - -CH,
C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 TMS
$(ppm) | 109.7 | 29.8 28.4 30.0 66.5 16.9 Ref.
tipo O-C-O | -CH,- -CH,- >CH- | -CH,-O-| -CH, | Interna
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3-0O-%$-D-Glucosa

Tabla 14C. Desplazamientos Qu’micos (!) en el RMN-*3C (C,D;N, 150
MH2z) de los Azucares de la Pennogenina 3-O-[" -L-rhamnopiranosil
(1# 2)-" -L-rhamnopiranosil (1 # 4)]-$-b-glucopiran—sido(14)

C c-10 c-20 c-30 c-40 c-50 c-60
I (ppm) 99.8 77.9 78.4 77.2 76.3 60.9
tipo -O-CH-O-| >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | -CH,-O-
2@0-$-b-Rhamnosa
C c-100 Cc-200 Cc-300 Cc-400 Cc-500 c-600
I (ppm) 101.7 71.7 72.2 73.4 69.2 18.2
tipo -O-CH-O-| >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH -O- -CH,
4@0-$-b-Rhamnosa
C C-1004 2004 c-300F 4004 c5000 6004
I (ppm) 102.4 71.8 72.0 73.3 70.1 18.1
tipo -O-CH-O-| >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH -O- -CH,

Figura 14D. Espectro COSY (C.D:N) de la Pennogenina
3-O-[" -L-rhamnopira nosil (1# 2)-" -L-rhamnopiranosil
(1# 4)]-$-p-glucopiran—sido(14)
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Figura 14E. Espectro TOCSY (C.D:N) de la Pennogenina
3-O-[! -L-rhamnopira nosil (1" 2)-! -L-rhamnopiranosil
(1" 4)]-#-D-glucopiran—sido(14)
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Figura 14F. Espectro HMQC (C.D:N) de la Pennogenina
3-O-[! -L-rhamnopira nosil (1" 2)-! -L-rhamnopiranosil
(1" 4)]-#-D-glucopiran—sido(14)
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Figura 14G. Espectro HMBC (C.D:N) de la Pennogenina
3-O-[! -L-rhamnopira -nosil (1" 2)-! -L-rhamnopiranosil
(1" 4)]-#-D-glucopiran—sido(14)
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Figura 14H. Espectro ROESY(C,D.N) de la Pennogenina
3-O-[! -L-rhamnopira -nosil (1" 2)-! -L-rhamnopiranosil
(1" 4)]-#-D-glucopiran—sido(14)
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Pennogenina-3-O-[! -L-rhamnopira -nosil (1" 2)-! -L-rhamnopiranosil (1 " 4)]
-#-D-glucopiran—sido(14)

‘ o= 9.4/1.17(d, 4.4 Hz) ' _ 27
21 26
( ' oy= 16.8/0.87(s) '—\

4 6% ( ! o= 121.6/5.28(m) '
. ! o= 77.913.79(m)
(1 ¢= 99.8/4.80(d, 5.6 Hz) '

F.M.= C45H 72017

P.M.= 884 g/mol

((1¢m= 101.8/6.16(d, 1.2 Hz) ' OH OH
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I -CHACOTRIOSIL (25R, 26R)-3! ,17" ,26-TRIHIDRiXI -5-ESPIROSTENO(15)

El compuesto (15) se logr— aislar de la fracci—n OAO de la cromatograf'a
general por medio de una columna de gel de s’lice en fase normal. Se obtuvo como
un s—Ilido amorfo de color blanco y se present— como una mancha pura de color
marr—n en placa de TLC[R= 0.42, sist. solv. CHCI,/MeOH/H,O (70:30:5); P.f.=
+300 C].

El espectro de FAB-MS (Fig. 15A) del compuesto (15) present— un pico en
= 899, el cual se corresponde con una f—rmula molecular de C,H,,0,5 se
observaron ademis picos en = 753 y 611 correspondientes a la pZrdida de dos
grupos rhamnosa (Rha). El espectro de RMN-'H (Fig. 15B; Tabla 15B) present—
mucha similitud con las se—ales del compuesto (14) ( = 883), con excepci—n de
la aparici—n de un nuevo doblete en #,= 5.06 ppm, tambiZn se pudo observar una
peque—a diferencia en el espectro de RMN-*C (Fig. 15C; Tabla 15C), en donde la
se—al correspondiente al metileno oxigenado H -26 [#.= 66.5 ppm, en el compuesto
(14)] aparece ahora como un metino [confirmado por el HMQC (Fig. 15 E)]
desplazado a#.= 96.4 ppm. Este desapantallamiento (#.! 30 ppm) es caracter’stico
de grupos -CH doblemente oxigenados y al no observarse correlaci—n de ningcen tipo
entre este metino y los hidr—genos pertenecientes a los azucares, se sumi— la
presencia de un -OH libre en la posici—n C-26.

Figura 15A. Espectro FAB-MS del
I -chacotriosil -(25R, 26R)-3! ,17" ,26-trihidr—xi-5-espirosteno (15)
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Figura 15B. Espectro de RMN-'H (C;D;N, 600 MHz) del
I -chacotriosil -(25R, 26R)-3! ,17" ,26-trihidr—xi-5-espirosteno (15)

Tabla 15B. Desplazamientos Qu'micos (#) en el RMN-H

I -chacotriosil -(25R, 26R)-3! ,17" ,26-trihidr—xi-5-espirosteno (15)

(C,D5N, 600 MHz) de la Genina del

H H-3 H-6 H-9 H-14 H-16 H-18
# (ppm) 3.78 5.28 0.74 1.92 4.55 0.82
m S
J (Hz2) - - - - - -
H H-19 H-20 H-21 H-25 H-26 H-27
# (ppm) 0.98 2.22 1.18 1.65 5.06 1.03
m S
J (Hz) - 6.7 - 6.5 4.2
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Tabla 15B. Desplazamientos Qu'micos (!) en el RMN-H
(C,D;N, 600 MHz) de los Azucares del
" -chacotriosil -(25R, 26 R)-3" ,17#,26-trihidr—xi-5-espirosteno (15)

3-O-"-p-Glucosa
H H-10 H-20 H-30 H-40 H-50 H-60
I (ppm) 4.79 4.04 4.14 4.03 3.53 3.98/4.12
m d m m m d m
J (Hz) 5.4 - - - - -
2@0-" -p-Rhamnosa
H H-100 H-200 H-300 H-400 H-500 H-600
I (ppm) 6.11 4.71 4.48 4.22 4.77 1.66
m d m ad t m d
J (Hz) 1.1 - - - - 5.3
4@0-"-p-Rhamnosa
H H-100d H-2004 H-300d H-4004 H-500 H-6000
I (ppm) 5.61 4.55 4.42 4.26 4.69 1.51
m d m ad t m d
J (Hz) 1.1 - - - - 5.6

La presencia y ubicaci—n del grupo (-OH) fue posteriormente confirmad a
mediante el antlisis del espectro HMBC (Fig. 15F) y por la comparaci—n de los
espectros de masas de los compuestos14) y (15), donde se observ— una diferencia
de 16 u.m.a, correspondiente al mencionado grupo.

La posici—n de los glic—sidos y la conexi—n interglicos'dica se pudo
determinar gracias al antlisis de los espectros COSY, TOCSY (Fig. 15D) y HMBC,
concluyZndose una conectividad igual a la del compuesto ((14). La interacci—n NOE
entre H-27#$ H-26 y la constante de acoplamiento observada para H-26 (£ 5.6 Hz),
corroboraron la conformaci—n trans-diaxial entre estos dos protones, lo que
evidenci— una configuraci—n 2%, 26R. En consecuencia, se logr— elucidar a la
sponina (15) como: "-chacotriosil-(25 R, 26R)-3", 17#, 26-trihidr—xi-5-espirosteno.
Este compuesto fue asilado por primera vez de Solanum nodiflorum (Solanaceae)
(Ando et al., 1999) y se ha reportado para el mismo, una acci—n en contrade virus
del herpes tipo-1 (HSV-1) (EC.,,= 0.92 pg/mL) (Ikeda et al., 2000). EI compuesto
(15) es reportado por primera vez para el gZnero Cestrum.
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Figura 15C. Espectro de RMN-**C (C,D;N, 150 MHz) del

I -chacotriosil -(25R, 26R)-3! ,17" ,26-trihidr —xi5-espirosteno (15)

Tabla 15C. Desplazamientos Qu'micos (#) en el RMN-C

(C,DgN, 150 MHz) de la Genina del

I -chacotriosil -(25R, 26R)-3! ,17" ,26-trihidr—xi-5-espirosteno (15)

C C-1 C-2 C3 C-4 C5 C-6 C-7
#(ppm) | 37.1 31.2 77.9 38.5 1404 | 1215 317
tipo -CH,- -CH,- |>CH-O-| -CH,- >C= =CH- | -CH,-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14
#(ppm) | 31.8 49.7 36.7 20.5 31.7 44.7 52.6
tipo >CH - >CH - >C< -CH,- -CH,- >C< >CH -
C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 c-21
#(ppm) | 31.9 89.6 90.0 16.9 19.1 44.5 9.2
tipo -CH,- |>CH-O-| >C-O- | -CH, -CH, >CH - -CH,
C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 T™MS
#(ppm) | 1125 29.7 27.7 36.9 96.1 16.9 Ref.
tipo O-C-O | -CH, -CH- | >CH- | CH<O,| -CH, | Interna
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Tabla 15C. Desplazamientos Qu'micos (!) en el RMN-3C

(C,DcN, 150 MHz) de los Azucares del

" -chacotriosil -(25R, 26 R)-3" ,17#,26-trihidr—xi-5-espirosteno (15)

3-0O-"-D-Glucosa

C c-10 c-20 c-30 c-40 c-50 c-60
I (ppm) 99.7 78.3 77.9 77.1 76.2 60.8
tipo -O-CH-O-| >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | -CH,-O-
2@0-" -p-Rhamnosa
C c-100 Cc-200 Cc-300 Cc-400 Cc-500 c-600
I (ppm) 101.6 71.8 71.9 73.1 69.9 18.1
tipo -O-CH-O-| >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH -O- -CH,
4@0-" -p-Rhamnosa
C C-1004 2004 c-300F 4004 c5000 6004
I (ppm) 102.3 71.7 72.1 73.3 69.1 19.1
tipo -O-CH-O-| >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH -O- -CH,

Figura 15D. Espectro TOCSY (C,D:N) del

" -chacotriosil -(25R, 26 R)-3" ,17#,26-trihidr—xi-5-espirosteno (15)
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Figura 15E. Espectro HMQC (C,D:;N) del
I -chacotriosil -(25R, 26R)-3! ,17" ,26-trihidr—xi-5-espirosteno (15)
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Figura 15F. Espectro HMBC (C,D;N) del
I -chacotriosil -(25R, 26R)-3! ,17" ,26-trihidr—xi-5-espirosteno (15)
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Figura 15G. Espectro ROESY(C.,D:N) del
I -chacotriosil -(25R, 26R)-3! ,17" ,26-trihidr—xi-5-espirosteno (15)

"1'|-26 = 56 HZ
Hog <-..

HO OR

Me R
Hog «--*"
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| -chacotriosil- R R-! "  -trihi r Xi- -es irosteno (15)

© ' °x, f ! o= 121.5/5.28(m) b
g o= 77.9/3.78(m)
‘( l o= 99.7/4.79(d, 5.4 Hz))

O 0—= OH

= Cy5H7201g

= 900 g/mol

(' cp=101.6/6.11(d, 1.1 Hz) ' OH OH

Laboratorio de Productos Naturales-ULA Laborabire de Pharmacognosie UMIB-UB




! 184

METIL-PROTODIOSCINA (16)

El glic—sido(16) fue obtenido a partir de la fracci—n OIO, subfracci—n Ol««O de
la cromatograf’a general, se pudo separar a travZs de una columna cromatogrifica
de gel de s’lice en fase normal. Al ser revelado en placa de TLC, se mostr— como una
mancha pura, color verde [R,= 0.27, sist. solv. CHCI,/MeOH/H,O (70:30:5); P.f.=
+300 C].

El espectro FAB-MS (Fig. 16A) del compuesto (16) present— un ion
molecular bastante intenso en m/z= 1.061, atribuible a una formula molecular de
C.,HgO,,, tambiZn se observaron picos en m/z= 915, 753 y 607, los cuales son
debidos a la pZrdida consecutiva de unidades de rhamnosa (Rha), glucosa (Glc) y
rhamnosa (Rha) respectivamente. El espectro de RMN-'H (Fig. 16B; Tabla 16B)
present— pricticamente el mismo ncemero de se-ales que en los compuestog14) y
(15), con la excepci—n de un singlete muy intenso en ! ,= 3.21 ppm, propio de un
metilo oxigenado (-OCH,). Por otro lado, el espectro de RMN-*C (Fig. 16C;
Tabla 16C) present— un total de cincuenta y dos (52) carbonos, es decir, siete (7)
carbonos mis que en los compuestos anteriores. Estas nuevas se—ales se asignaron
a: una nueva unidad de glucosa (Glc) [! .= 104.2 (C-10000), 74-30000), 77-86G000),
71.1  (C-40000), 776G000) y 62-6@HD0O) ppm] y a un grupo metox’ld £ 47.1
ppm). El apantallamiento del carbono C -17 a ! .= 63.6 ppm, sugiri— la pZrdida del
grupo -OH en esa posici—n.

Figura 16A. Espectro FAB-MS de la Metil -protodioscina (16)
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Figura 16B. Espectro de RMN-'H (C,D:;N, 600 MHz)
de la Metil -protodioscina (16)

Tabla 16B. Desplazamientos Qu'micos (!) en el RMN-H
(C,D.N, 600 MHz) de la Genina de la Metil -protodioscina (16)

H H-3 H-6 H-9 H-14 H-16 H-18
I (ppm) 3.81 5.32 0.79 0.87 4.39 0.74
m m m m m m S
J (Hz2) - - - - - -
H H-19 H-20 H-21 H-25 H-27 -OCH,
I (ppm) 0.94 2.16 1.12 1.81 0.92 3.21
m S m d m d S
J (Hz) - - 6.9 - 6.7 -
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Tabla 16B. Desplazamientos Qu'micos (!) en el RMN-H
(C,D;N, 600 MHz) de los Azucares de la Metil -protodioscina (16)
3-O-"-D-Glucosa

H H-10 H-20 H-30 H-40 H-50 H-60
' (ppm) 4.81 4.04 4.16 4.18 3.55 3.98/4.11
m d m m m m m
J (Hz2) - - - - - -
2@0-" -D-Rhamnosa
H H-100 H-200 H-300 H-400 H-500 H-600
' (ppm) 6.12 4.71 4.48 4.24 4.77 1.65
m d m m m m d
J (H2) - - - - - 5.7
4@0-" -pD-Rhamnosa
H H-10040 H-2000 H-3004 H-4004 H-500 H-6000
' (ppm) 5.11 457 4.43 4.21 4.69 1.50
m d m m m m d
J (H2) - - - - - 5.6
26-0O-"-D-Glucosa
H H-1000 H-2000 H-300§ H-4000 H-5000 H-6000¢
l (ppm) 4.73 3.92 4.04 4.06 3.90 4.19/4.43
m d m m m m m
J (Hz2) - - - - - -

El espectro HMQC (Fig. 16E) permiti— la asignaci—n de cadauevo carbono
con su respectivo hidr—geno, mientras que el TOCSY (Fig. 16D) permti— la
asignaci—n inequ’'voca de cada prot—n dentro de la molZcula, con lo quese
corrobor— la presencia de esta nueva unidad de glucosa (Glc). La corelaci—n HMBC

(Fig. 16F) entre el metilo oxigenado y un carbono cettlico en

.= 112.6 ppm (-

OCH # C-22 permiti— la ubicaci—n del grupo metoxilo en la posici—n C-22 dela
aglicona y el desapantallamiento del carbono C-26 a !.= 74.9 ppm, indic— la
ruptura del anillo espirosttnico, concluyZndose entonces la presencia de un

esqueleto tipo furostano. Los cruces H-26# C-1000 (HMBC) y H#2B1-10000 (TOCSY y

NOESY), ubicaron a esta nueva unidad de glucosa en elcarbono C-26 de la cadena
carbonada del furostano. La disposici—n del grupo -OCH, se determin— alfa §)
gracias a la interacci—h NOE entre Zste y los hidr—genos H-B y H-16$ de la

aglicona.
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Figura 16C. Espectro de RMN-*3C (C,D;N, 150 MHz) de la
Metil -protodioscina (16)

Tabla 16C. Desplazamientos Qu'micos (!) en el RMN-3C

(C,D.N, 150 MHz) de la Genina de la Metil -protodioscina (16)

C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7
I (ppm) 37.1 29.7 77.7 38.5 140.5 121.5 31.7
tipo -CH,- | -CH,- |>CH-O-| -CH,- | >C= =CH- | -CH,-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14
I (ppm) 31.2 49.9 36.7 20.6 39.3 40.4 56.2
tipo >CH - >CH - >C< -CH,- -CH,- >C< >CH -
C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 C-21
I (ppm) 31.9 81.0 63.6 15.9 19.0 40.1 15.9
tipo -CH,- | >CH-O-| >C-O- | -CH, CH, | >CH- | -CH,
C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 C-28
I (ppm) 112.6 30.4 27.7 33.7 74.9 16.8 47.1
tipo O-CO | -CH,- | -CH,- | >CH- | -CH,O-| -CH, | -OCH,
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Tabla 16C. Desplazamientos Qu'micos (!) en el RMN-3C
(C,D;N, 150 MHz) de los Azucares de la Metil -protodioscina (16)
3-O-"-D-Glucosa

C c-10 c-20 Cc-30 Cc-40 Cc-50 Cc-60
I (ppm) 99.7 77.9 78.3 77.6 76.2 60.8
tipo -O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | -CH,-O-
2@0-" -D-Rhamnosa
C C-100 C-200 C-300 C-400 C-500 C-600
I (ppm) 101.7 71.7 72.1 73.3 69.1 18.1
tipo -O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH -O- -CH,
4@0-" -p-Rhamnosa
C C-1@0| c-2000 3000 4000 5000 6000
I (ppm) 102.3 71.7 71.9 73.1 70.0 19.7
tipo -O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH -O- -CH,
26-0O-"-D-Glucosa
C C-1000| C-2000| C-3000| C-4000, 5000 C-6000(
I (ppm) 104.2 745 77.0 71.1 76.6 62.1
tipo -O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | -CH,-O-
La configuraci—n (25R) fue deducida al comparar los valores de

desplazamiento qu’mico (!) de los carbonos C-25 (33.7 ppm), C-26 (74.9 ppm) y
C-27 (16.8 ppm) con los reportados en la literatura (Agrawal, 2004) y fie confirmada

por la diferencia entre los desplazamientos qu'mico s de H-26 y H,-26 (! . # ! ,= 0.36)

ya que Zsta diferencia es usualmente de ! >0.57 para una configuraci—n (255) y
1<0.48 para configuraciones (25 R) (Agrawal, 2003). Una vez establecida la
estereoqu’mica, se pudo identificar al compuesto ((16) como: 26-O-"-glucopiranosil

(22, 25R)-22-metoxi-3", 26-dihidr—xi-5-furosten-"-chacotri—sidq el cual es comaen-
mente conocido como Ometil-protodioscina O. Fue aislado por primera vez de los
rizomas de Dioscorea gracillima (Dioscoreaceae) (Kawasakiet al., 1974) y es ademis
reportado por primera vez para el gZnero Cestrum.
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Figura 16D. Espectro TOCSY (C.,D:N) de la Metil -protodioscina (16)
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Figura 16E. Espectro HMQC (C.,D:;N) de la Metil -protodioscina (16)
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Figura 16F s e tro MBC (C N) de la Metil - rotodios ina (16)
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Figura 16G. Espectro ROESY(C.,D:N) de la Metil -protodioscina (16)

Laboratorio de Productos Naturales-ULA Laborabire de Pharmacognosie UMIB-UB
|



! 193

Meil oodio i (16)

(! o= 16.8/0.92(d, 6.7Hz) )

! CIH= 471/321(5)

F.M.= C52H 86022 ! on= 15.9/1.12(d, 6.9H 27 /
P.M.= 1.062 g/mol () G och, [
18 E §

26

H3C

| o= 19.0/0.94(s)

OH OH
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I -CHACOTRIOSIL (22, 25R)-3!, 17", 22, 26-TETARHIDRiXI -5-FUROSTEN-26-O-! -
GLUCOPIRANISIDO (17)

El compuesto (17) fue separado de la fracci—n OIO de la cromatografa
general, por medio de una columna cromatogrt fica de s’lica gel en fase normal. Se
obtuvo como un s—lido amorfo de color blanco y revel— en TLC como una mancha
pura de color verde [R,= 0.18, sist. solv. CHCI ,/MeOH/H,O (70:30:5); P.f.= +300 C].

El ion molecular de m/z= 1.063, mostrado por el espectro FAB-MS
(Fig. 17A), sugiri— una f—rmula molecular de G;H;,0,;, mientras que los picos
presentes en m/z= 901, 757 y 611, evidenciaron claramente la pZrdida de un g rupo
glucosa (Glc) y dos grupos rhamnosa (Rha). El espectro de RMN-'H (Fig. 17B; Tabla
17B), present— las mismas se—ales que el compuestqd16), con la excepci—n del
singlete intenso en #,= 3.21 ppm ( -OCH,), el cual no se observ— en este caso. El
espectro de RMN-2C (Fig. 17C; Tabla 17C), corrobor— estas aseveraciones al
observarse un total de cincuenta y un (51) carbonos, uno menos que para el
compuesto (16). Por otro lado, se observ— nuevamente el carbono cuaternario en
#.= 90.4 ppm, caracter’stico del carbono hidroxilado en la posici —n G17. El antlisis
posterior de los espectros COSY, TOCSY (Fig. 17D), HMQC (Fig. 17E) y HMBC
(Fig. 17F) confirmaron las predicciones propuestas.

Figura 17A. Espectro FAB-MS del ! -chacotriosil (22, 25R)-3!, 17", 22,
26-tetarhidr—xi-5-furosten-26-0-! -glucopiran—sido (17)
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Figura 17B. Espectro de RMN-'H (C,D:;N, 600 MHz) del ! -chacotriosil
(22, 25R)-3!, 17", 22, 26-tetarhidr—xi-5-furosten -
26-0-! -glucopiran—sido(17)

Tabla 17B. Desplazamientos Qu'micos (#) en el RMN-H
(C,D;N, 600 MHz) de la Genina del ! -chacotriosil (22, 25 R)-3!, 17",
22, 26-tetarhidr—xi-5-furosten-26-0O-!$ glucopiran—sido (17)

H H-3 H-6 H-8 H-9 H-14 H-16
# (ppm) 3.78 5.26 1.39 0.83 1.92 4.69
m m m m m m m
J (Hz2) - - - -
H H-18 H-19 H-20 H-21 H-25 H-27
# (ppm) 0.85 0.90 2.45 1.24 1.85 0.91
m S S m d m d
J (Hz) - - 6.7 - 6.7
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Tabla 17B. Desplazamientos Qu'micos (!) en el RMN-H
(C,D5N, 600 MHz) de los Azucares del " -chacotriosil (22, 25 R)-3",
17#, 22, 26-tetarhidr—xi-5-furosten-26-O-" -glucopiran—sido (17)
3-O-"-D-Glucosa
H H-10 H-20 H-30 H-40 H-50 H-60
l (ppm) 4.81 4.04 4.04 4.16 3.54 4.21/4.43
m d m m m m m
J (Hz) - - - - - -
2@0-" -D-Rhamnosa
H H-100 H-200 H-300 H-400 H-500 H-600
l (ppm) 6.13 4.69 4.49 4.26 4.78 1.63
m d m m m m d
J (H2) - - - - - 5.6
4@0-" -pD-Rhamnosa
H H-10040 H-2000 H-3004 H-4004 H-500 H-6000
l (ppm) 5.63 457 4.44 4.22 4.68 1.50
m d m m m m d
J (H2) - - - - - 5.5
26-0O-"-D-Glucosa
H H-1000 H-2000 H-300§ H-4000 H-5000 H-6000¢
' (ppm) 4.70 3.92 4.16 4.04 3.85 3.97/4.11
m d m m m m m
J (Hz2) - - - - - -

Los desplazamientos de RMN-C de los carbonos C-16 y C-21, nuevamente
fueron concordantes con los valores reportados para molZculas con el grupo - OH en
disposici—n alfa ). Por otro lado, la disposici—n del grupo -OH en C-22 permaneci—
incierta debido a que no se observan interacciones NOE para el mismo, mientras
gue la configuraci—n (25R) se mantuvo [H-26: ! .- ! ,= 0.29 (<0.48)] (Agrawal, 2003;
2004). As’ pues, se concluye el compuesto (17) como: "-chacotriosil (22, 25 R)-3",

17#, 22, 26-tetrahidr—xi-5-furosten-26-O-"-glucopiran—sido.

Esta saponina fue

obtenida de la especie Solanum nodiflorum (Solanaceae) (Ando et al., 1999) y los
reportes indican que posee mediana actividad anti-herpes tipo- 1 (EC,,= 7.80 pg/mL)
(Ikeda et al., 2000). Es la primera vez que el compuesto (17) es aislado dentro del
gZnero Cestrum.
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i ura 17C. Espectro de RMN-**C (C,D;N, 150 MHz) del
I -c acotriosil (22, 25 R)-3!, 17", 22, 26-tetar idr

26-0O-! - lucopiran sido (17)

i-5- urosten-

Tabla 17C. Desplazamientos Qu'micos (#) en el RMN-*3C (C,DiN,
150 MHz) de la Genina del ! -chacotriosil (22, 25 R)-3!, 17", 22,
26-tetarhidr—xi-5-furosten-26-0-! -glucopiran—sido (17)

C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7
#(ppm) | 36.3 29.8 77.3 38.5 1404 | 1215 32.1
tipo -CH,- | -CH,- |>CH-O-| -CH,- >C= =CH- | -CH,-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14
#(ppm) | 31.8 49.8 36.7 20.6 31.9 44.9 52.6
tipo >CH - >CH - >C< -CH,- -CH,- > C< >CH -
C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 C-21
#(ppm) | 315 89.7 90.4 16.9 19.1 43.0 10.1
tipo -CH,- |>CH-O-| >C-O- | -CH, -CH, >CH - -CH,
C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 T™MS
#(ppm) | 111.2 37.1 27.6 33.8 75.2 17.0 Ref.
tipo O-C-O | -CH, -CH | >CH- | -CH,-O- | -CH, | interna
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Tabla 17C. Desplazamientos Qu’micos (!) en el RMN-*3C (C,DiN,
150 MHz) de los Azucares del " -chacotriosil (22, 25 R)-3", 17#, 22,
26-tetarhidr—xi-5-furosten-26-0O-" -glucopiran—sido (17)
3-O-"-D-Glucosa
C c-10 c-20 C-30 Cc-40 Cc-50 Cc-60
l (ppm) 99.8 77.9 77.1 78.4 76.1 62.2
tipo -O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | -CH,-O-
2@0-" -D-Rhamnosa
C C-100 Cc-200 C-300 C-400 C-500 C-600
l (ppm) 101.7 71.7 72.1 73.3 69.1 18.1
tipo -O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH -O- -CH,
4@0-" -pD-Rhamnosa
C C-1000 2000 3000 4000 5000 6000
l (ppm) 102.3 71.8 71.9 73.2 70.0 18.0
tipo -O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH -O- -CH,
26-0O-"-D-Glucosa
C C-1000| C-2000| C-3000| C-4000, 5000 C-6000(
' (ppm) 104.2 74.5 77.7 71.1 77.6 60.8
tipo -O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | -CH,-O-
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Figura 17D. Espectro TOCSY (C.D:N) del ! -chacotriosil (22, 25 R)
-31, 17", 22, 26-tetarhidr—xi-5-furosten-26-0O-! -glucopiran—sido(17)
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Figura 17E. Espectro HMQC (C.,D;N) del ! -chacotriosil (22, 25 R)
-31, 17", 22, 26-tetarhidr—xi-5-furosten -26-O-! -glucopiran—sido (17)
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Figura 17F. Espectro HMBC (C,D.N) del ! -chacotriosil (22, 25 R)
-31, 17", 22, 26-tetarhidr—xi-5-furosten-26-0O-! -glucopiran—sido (17)
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PROTODIOSCINA (18) Y METIL-PROTO-PB (19)

La mezcla de los glic—sidos(18)+ (19) fue obtenida de la fracci—n OIO del
proceso cromatogrifico general. Se present— como un s—Ilido amorfo de col blanco,
el cual aparec’a en placa fina de TLC como una mancha semipur a de color verde
[R=0.13, sist. solv. CHCI,/MeOH/H,O (70:30:5); P.f.= +300 ;C].

Los picos observados en el espectro de FABMS (Fig. 18A) en m/z= 1.047, 901,

739 y 593, se corresponden con un compuesto cuya f—mula molecular es de
C.,Hs,0,, y el cual, ha sufrido la pZrdida consecutiva de unidades de rhamnosa (Rha),
glucosa (Glc) y rhamnosa (Rha). Al observar el espectro de RMN-'H (Fig. 18B;
Tabla 18B) se corroboraron los mencionados monosactridos mfs una cuarta unidad
de hexosa, la cual fue posteriormente inferida como una unidad de glucosa (Glc) dada
la presencia en el RMN-**C (Fig. 18C; Tabla 18C) de un carbono oximetilZnico
desplazado a! .= 60.8 ppm (H -60).

Figura 18A. Espectro FAB-MS de la Protodioscina (18) vy el
Metil -proto-Pb (19)
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Figura 18B. Espectro de RMN-'H (C,D;N, 600 MHz) de la
Protodioscina (18) y el Metil -proto-Pb (19)

Tabla 18B. Desplazamientos Qu'micos (!) en el RMN-H
(C,D;N, 600 MHz) de la Genina de la Protodioscina (18)

H H-3 H-6 H-8 H-9 H-16 H-17
I (ppm) 3.82 5.30 1.44 0.84 4.89 1.91
m m m m m m m
J (Hz2) - - - - - -
H H-18 H-19 H-20 H-21 H-25 H-27
I (ppm) 0.80 0.95 2.17 1.26 1.90 0.91
m S S m d m d
J (Hz) - - - 6.7 - 6.7

Laboratorio de Productos Naturales-ULA
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Tabla 18B. Desplazamientos Qu'micos (!) en el RMN-H
(C,D;N, 600 MHz) de los Azucares de la Protodioscina (18)
3-O-"-D-Glucosa
H H-10 H-20 H-30 H-40 H-50 H-60
l (ppm) 4.81 411 412 4.18 3.85 3.97/4.15
m d m m m m m
J (Hz) - - - - - -
2@0-" -D-Rhamnosa
H H-100 H-200 H-300 H-400 H-500 H-600
l (ppm) 6.13 4.74 4.47 4.28 4.81 1.67
m d m m m m d
J (H2) - - - - - 5.4
4@0-" -p-Rhamnosa
H H-10040 H-2000 H-3004 H-4004 H-500 H-6000
' (ppm) 5.63 457 4.40 4.21 4.69 1.49
m d m m m m d
J (H2) - - - - - 5.6
26-0O-"-D-Glucosa
H H-1000 H-2000 H-300§ H-4000 H-5000 H-6000¢
' (ppm) 4.69 3.54 4.18 4.07 3.86 4.21/4.40
m d m m m m m
J (Hz2) - - - - - -

Al realizar el antlisis comparativo de los espectr os de RMN'H y -**C de las
se—ales mayoritarias de la mezcla(18)+ (19) con las del compuesto (17) se pudieron

verificar similitudes la el aglicona, con la excepc i—n de que para la mezcla, el grupo
-OH en C-17 (! .= 63.1 ppm) estaba ausente. De igual forma ocurri— con las unidades

de hexosa, donde se pudo comprobar la presencia de un grupo 30-" -chacotri—sido y
un grupo 26-O-"-glucopiran—sido. Todo lo anterior esto estuvo apoyado por los

espectros TOCSY (Fig. 18D), HMQC (Fig. 18E) y HMBC (Fig. 18F).

Las observaciones a nivel de estereoqu’mica resultaron ser las mismas que
para el compuesto (17). De esta forma se pudo elucidar al compuesto (18) como el:
" -chacotri—sido (22, 2%) 3", 22#, 26-trihidr—xi-5-espirosten-26-0O-" -glucopiran—sidq
comecenmente conocido como rotodioscina©. La protodioscina fue reportada por
primera vez de Dioscorea gracillima (Disocoreaceae) (Kawasakiet al., 1974).
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Figura 18C. Espectro de RMN-*3C (C,D;N, 150 MHz) de la

Protodioscina (18) y el Metil -proto-Pb (19)

Tabla 18C. Desplazamientos Qu'micos (!) en el RMN-3C
(C,DcN, 150 MHz) de la Genina de la Protodioscina (18)

C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7
I (ppm) | 39.4 29.8 77.1 38.5 1405 | 1215 32.0
tipo -CH,- -CH,- | >CH-O-| -CH,- >C= =CH- | -CH,-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14

I (ppm) | 31.3 50.0 36.8 20.7 39.5 40.5 56.2
tipo > CH- >CH - >C< -CH,- -CH,- >C< >CH -
C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 c-21

I (ppm) | 36.5 81.1 63.1 15.9 19.1 40.1 16.0
tipo -CH,- | >CH-O-| >C-O- | -CH, -CH, >CH - -CH,
C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 T™MS

I (ppm) | 110.7 37.1 27.9 33.7 74.9 16.8 Ref.
tipo O-C-O | -CH,- -CH,- | >CH- | -CH,-O-| -CH, | interna
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Tabla 18C. Desplazamientos Qu'micos (!) en el RMN-3C
(CDcN, 150 MHz) de los Azucares de la Protodioscina (18)
3-O-"-D-Glucosa
C c-10 c-20 Cc-30 Cc-40 Cc-50 Cc-60
l (ppm) 99.8 77.7 77.9 77.7 76.4 60.8
ti po -O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | -CH,-O-
2@0-" -D-Rhamnosa
C Cc-100 Cc-200 C-300 C-400 C-500 Cc-600
' (ppm) 102.3 71.8 72.1 73.3 69.2 18.0
tipo -O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH -O- -CH,
4@0-" -pD-Rhamnosa
C C-1000 2000 3000 4000 5000 6000
l (ppm) 102.7 71.8 72.1 73.1 70.0 18.0
tipo -O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH -O- -CH,
26-0O-"-D-Glucosa
C C-1000| C-2000| C-3000| C-4000, 5000 C-6000(
' (ppm) 104.2 76.3 77.1 71.1 74.6 62.2
tipo -O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | -CH,-O-

En la revisi—n detallada de los espectros de RMN*H y **C, se logra distinguir
una serie de peque—as se—ales en su mayor’a superpuestas o muy pr—ximas ads del
compuesto mayoritario, la mis resaltante de ellas, un singlete en ! = 3.23 ppm, que
al ser ubicada en el HMQC con su correspondiente carbono a !.= 47.1 ppm se
corrobor— como un grupo metoxilo. Este grupo, present— una correlaci—n HMB@on
un carbono desplazado a !.= 112.6 ppm, lo que indic— la existencia de un
compuesto minoritario ((19) cuya aglicona se encontraba metoxilada en C-22.

El antlisis en profundidad de los espectros de RMN uni- y bidimensional
confirmaron lo predicho, al encontrarse a lo largo del espectro d e banda ancha (BB)
y DEPT-135, peque—os picos atribuidos al compuesto minoritario ((19). M#s acen, se
observ— la presencia en este compuesto de una unidad adicional de rhammosa
(Rha), dada por la presencia de seis peque—as se—ales en el RMN=C (! .= 103.8,
71.8, 71.9, 70.8, 70.0 y 18.1). El espectro FAB-MS aport—datos concluyentes, al
observarse un pico en m/z= 1.207, correspondiente a un compuesto de f—rmula
molecular de CgHO,.
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Figura 18D. Espectro TOCSY (C,D.N) de la Protodioscina (18) y
el Metil -proto-Pb (19)
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Figura 18E. Espectro HMQC (C.,D:;N) de la Protodioscina (18) y
el Metil -proto-Pb (19)
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Figura 18F. Espectro HMBC (C,D.N) de la Protodioscina (18) y
el Metil -proto-Pb (19)
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Se pudo visualizar ademts, la pZrdida consecutiva de un grupo glucosa (Glc)
y rhamnosa (Rha), dada la presencia de picos minoritarios en m/z= 1.045y 901. La
conexi—n interglicos’dica de esta quinta unidad de hexos a, se asumi— en el carbono
C-4000 de la unidad de rhamnosa deld3! -chacotriosil, en vista de los valores de

desplazamiento observados en el RMN-**C para esta unidad.

En consecuencia, se pudo identificar al compuesto minoritario como (19), es
decir: ! -chacotriosil (22, 25 R)-3!, 26-dihidr—xi-22-met—xi5-furosten-26-0-! -gluco-
piran—sido. Este compuesto se conoce ademis como/etil -proto-PbO y fue obtenido
de por primera vez de Paris polyphylla (Melanthiaceae) (Miyamura et al., 1982). Los
compuestos (18) y (19), se reportan en este estudio por primera vez para el gZnero
Cestrum.

Tabla 18B-1. Desplazamientos Qu'micos (") en el RMN-'H
(C.D.N, 600 MHz) de la Genina del Metil -proto-Pb (19)

H H-3 H-6 H-9 H-14 H-16 H-18
" (ppm) 3.82 5.30 0.84 1.02 4.40 0.74
m m m m m m S
J (Hz2) - - - - - -
H H-19 H-20 H-21 H-25 H-27 -OCH,
" (ppm) 0.95 2.18 1.26 1.90 0.92 3.23
m S m d m d S
J (Hz) - - 6.7 - 6.7 -

Tabla 18B-1. Desplazamientos Qu'micos (") en el RMN-'H
(C,D.N, 600 MHz) de los Azucares del Metil -proto-Pb (19)

3-O-! -p-Glucosa
H H-10 H-20 H-30 H-40 H-50 H-60
" (ppm) 4.81 4.11 4.18 4.12 3.85 3.97/4.15
m d m m m m m
J (Hz2) - - - - - -
2@0D-! -p-Rhamnosa
H H-100 H-200 H-300 H-400 H-500 H-600
" (ppm) 6.16 4.74 4.47 4.28 4.81 1.66
m d m m m m d
J (Hz) - - - - - 5.5
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4@0-! -D-Rhamnosa
H H-100| H-2000 H-3004 H-400d H-5004 H-600C
" (ppm) 5.63 4.37 451 4.31 4.69 1.47
m d m m m d
J (Hz) - - - - 5.5
40004 -p-Rhamnosa
H H-1000 H-2000 H-300§ H-4000 H-5000 H-6000
" (ppm) 6.07 4.78 4.45 4.73 4.19 1.51
m d m m m d
J (Hz) - - - - 5.7
26-0O-! -D-Glucosa
H H-1000| H-2000| H-3000| H-4000, H-5000], H-6000
" (ppm) 4.74 3.54 4.18 4.07 3.86 4.21/4.40
m d m m m m
J (Hz2) - - - - -
Tabla 18C-1. Desplazamientos Qu’micos (") en el RMN-*3C
(C,D.N, 150 MHz) de la Genina del Metil -proto-Pb (19)
C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7
" (ppm) 39.4 29.8 77.1 38.5 140.5 121.5 31.9
tipo -CH,- -CH,- | >CH-O-| -CH,- >C= =CH - -CH,-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14
" (ppm) 31.3 50.0 36.8 20.7 39.5 40.5 56.2
tipo >CH - >CH - >C< -CH,- -CH,- >C< >CH -
C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 C-21
" (ppm) 36.5 80.2 63.7 15.9 19.1 40.1 16.0
tipo -CH,- | >CH-O-| >C-O- -CH, -CH, >CH - -CH,
C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 C-28
" (ppm) | 112.6 37.1 27.9 33.7 74.9 17.0 47.1
tipo O-C-O -CH,- -CH,- >CH- | -CH,-O- | -CH, -OCH,
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Tabla 18C-1. Desplazamientos Qu’micos (!) en el RMN-*3C
(C,D.N, 150 MHz) de los Azucares del Metil -proto-Pb (19)
3-O-"-p-Glucosa
C c-10 c-20 C-30 Cc-40 Cc-50 Cc-60
I (ppm) 99.8 77.7 77.9 77.7 76.4 60.8
tipo -O-CH-O-| >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | -CH,-O-
2@D-" -p-Rhamnosa
C C-100 C-200 C-300 C-400 C-500 Cc-600
I (ppm) 102.3 71.8 72.1 73.3 69.2 18.2
tipo -O-CH-O-| >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH -O- -CH,
4@0-" -p-Rhamnosa
C C-1004 2004 3000 4000 5000 6000
I (ppm) 102.7 71.8 72.1 78.4 68.1 17.9
tipo -O-CH-O-| >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH -O- -CH,
4003 -p-Rhamnosa
C C-1009 2000 C-3000 40009 5000 C-6000
I (ppm) 103.8 71.8 71.9 70.8 70.0 18.1
tipo -O-CH-O-| >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH -O- -CH,
26-O-"-D-Glucosa
C C-1000, Cc-2000| C-3000| c-40006, c-5000| c-6000
I (ppm) 104.2 76.3 77.1 71.1 74.6 62.2
tipo -O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | -CH,-O-
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Protodioscina (18)

F.M.= C51H 84022 | o= 16.0/1.26(d, 6.7Hz) ”n

P.M.= 1.048 g/mol

(! o= 16.8/0.91(d, 6.7Hz) '

27 /
CHs

! o= 102.7/5.63(d)

| o= 77.1/3.82(m

A\( ! ¢u=99.8/4.81(d) '
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Metil -proto-Pb (19)

L o= 47.1/3.23(s)

(! = 17.0/0.92(d, 6.7H2) '

. )
CH,

F.M.= C58H 96026

P.M.= 1.208 g/mol

I o= 102.7/5.63(d)

6y ( | gu= 121.5/5.30(m) '

o= 77.1/3.82(m)

| gu= 104.2/4.69(d)

OH OH

| o= 103.8/6.07(d)
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3-0-(2,4,4-TRI-! -L-RHAMNOPIRANOSIL -" -D-GLUCOPIRANOSIL)  (25R)-3", 22, 26-TRI-
HIDRiXI -5-FUROSTEN-26-O-" -D-GLUCOPIRANISIDO (20)

El bidesm—sido(20) se pudo obtener de la combinaci—n de fracciones OIO e
Ol«O, subfracci—h OFO de la cromatografa gener8e present— como un s—Ilido
amorfo color blanco y se revel— en placa de TLC como una mancha purade color
marr—n[R,= 0.11, sist. solv. CHCIl,/MeOH/H,O (70:30:5); P.f.= +300 ;C].

El espectro de FAB-MS (Fig. 20A), revel— un pico muy intenso asignado al
ion molecular en m/z= 1.193, el cual es correspondiente a una f—rmula molecular
de C;;H,,0O,, se observaron ademis picos en m/z= 1.047, 901, 755 y 593, que
|—gicamente se atribuyeron a la pZrdida consecutiva de tres unidades de rhamnosa
(Rha) y una de glucosa (Glc). Al comparar los espectros de RMN-'H (Fig. 20B;
Tabla 20B) y RMN-C (Fig. 20C; Tabla 20C) del compuesto (20) con el del
compuesto (18), se observaron las mismas se—ales para el esqueleto esteroidal,
mientras que la comparaci—n con el compuesb (17), evidenci— diferencias
cenicamente en la ausencia del carbono cuaternario hidroxilado C-17 (#.= 90.4
ppm). A campo bajo, se observaron una serie de se—ales correspondientes a una
qguinta unidad de hexosa, corroborada por el HMQC (Fig. 20E), y e lucidad a como
otra molZcula de glucosa gracias a la presencia de un carbono oximetilZnico en
#.= 62.1 ppm (C-60).

Figura 20A. Espectro FAB-MS del
3-0-(2,4,4-tri -! -L-rhamnopiranosil -" -p-glucopiranosil)
(25R)-3", 22, 26-tri -hidr—xi-5-furosten -26-O-" -p-glucopiran—sido (20)
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I ura20 .

spectro de RMN-'H (C,D:;N, 600 MHz) del

3-0-(2,4,4-tri -! - -rhamnopiranosil -"-p- lucopiranosil)

(25R)-3", 22, 26-tri -hidr —xi5-furosten -26-O-" -p-glucopiran—sido (20)

Tabla 20B. Desplazamientos Qu’'micos (#) en el RMN-H

(C,D.N, 600 MHz) de la Genina del

3-0-(2,4,4-tri -! -L-rhamnopiranosil -" -p-glucopiranosil)

(25R)-3", 22, 26-tri -hidr—xi-5-furosten -26-O-" -p-glucopiran—sido (20)

H H-3 H-6 H-8 H-9 H-16 H-17
# (ppm) 3.85 5.29 1.43 0.83 4.82 1.90

m m m m m m m
J (Hz2) - - - -

H H-18 H-19 H-20 H-21 H-25 H-27
# (ppm) 0.18 0.95 2.18 1.24 1.85 0.90

m S S m d m d
J (Hz) - - 6.7 - 6.7
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Tabla 20B. Desplazamientos Qu'micos ( ) en el RMN-'H
(C,D;N, 600 MHz) de los Azucares del
3-0-(2,4,4-tri -" -L-rhamnopiranosil -#-b-glucopiranosil)
(25R)-3#, 22, 26-tri -hidr—xi-5-furosten -26-O-#-p-glucopiran—sido (20)
3-O-#-D-Glucosa
H H-10 H-20 H-30 H-40 H-50 H-60
(ppm) 4.86 4.07 4.18 3.88 4.08 3.97/4.13
m d m m m m m
J (Hz) - - - - - -
2@0-#-D-Rhamnosa
H H-100 H-200 H-300 H-400 H-500 H-600
(ppm) 6.16 4.73 453 4.28 4.80 1.68
m d m m m m d
J (H2) 1.2 - - - - 5.1
4@0-#-D-Rhamnosa
H H-1004 H-200d H-3004 H-400d H-5004 H-600C
(ppm) 5.61 4.47 4.40 4.28 4.67 1.47
m d m m m m d
J (H2) 1.1 - - - - 5.6
40@-p-Rhamnosa
H H-1000 H-2000 H-300§ H-4000 H-5000 H-6000
(ppm) 6.06 4.77 4.37 4.20 4.21 1.48
m d m m m m d
J (H2) 1.1 - - - - 5.6
26-0O-#-D-Glucosa
H H-1000| H-2000| H-3000| H-4000, H-5000], H-6000
(ppm) 4.70 2.56 4.16 4.04 3.92 4.20/4.42
m d m m m m m
J (Hz2) - - - - - -

Por otro lado, al compararse los iones moleculares de los compuestos (19)
(m/z= 1.207) y el ((20) (m/z= 1.193) se hizo evidente que la diferencia de 14 u.m.a
correspond’a a un grupo -CH,. Por ende, se pudo concluir que el compuesto (20)
correspond’a un derivado desmetoxilado de esqueleto esteroidal prese nte en (19).
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Figura 20C. Espectro de RMN-**C (C,D;N, 150 MHz) del
3-0-(2,4,4-tri -! -L.-rhamnopiranosil -" -p-glucopiranosil)

(25R)-3", 22, 26-tri -hidr —xi5-furosten -26-O-" -p-glucopiran—sido (20)

Tabla 20C. Desplazamientos Qu'micos (#) en el RMN-*C
(CDsN, 150 MHz) de la Genina del

3-0-(2,4,4-tri -! -L.-rhamnopiranosil -" -p-glucopiranosil)

(25R)-3", 22, 26-tri -hidr —xi5-furosten -26-O-" -p-glucopiran—sido (20)

C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7
#(ppm) | 36.4 29.8 77.9 38.5 1405 | 1216 31.8
tipo -CH,- | -CH,- |>CH-O-| -CH,- >C= =CH- | -CH,-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14
#(ppm) | 31.3 49.9 36.7 20.7 39.5 40.4 56.1
tipo >CH - >CH - >C< -CH,- -CH,- >C< >CH -
C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 C-21
#(ppm) | 31.9 80.8 63.1 15.9 19.1 40.2 16.1
tipo -CH,- |>CH-O-| >C-O- | -CH, -CH, >CH - -CH,
C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 T™MS
#(ppm) | 110.5 37.1 27.9 33.8 74.9 17.1 Ref.
tipo O-C-O | -CH,- -CH- | >CH- | -CH,-O-| -CH, | interna
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Tabla 20C. Desplazamientos Qu'micos (!) en el RMN-3C
(CDsN, 150 MHz) de los Azucares del
3-0-(2,4,4-tri -" -L.-rhamnopiranosil -#-p-glucopiranosil)
(25R)-3#, 22, 26-tri -hidr—xi-5-furosten -26-O-#-p-glucopiran—sido (20)
3-O-#-D-Glucosa
C c-10 c-20 C-30 Cc-40 Cc-50 Cc-60
I (ppm) 99.8 80.0 77.6 77.7 76.9 60.8
tipo -O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | -CH,-O-
2@0-#-D-Rhamnosa
C C-100 Cc-200 C-300 C-400 C-500 Cc-600
I (ppm) 101.8 71.8 72.2 73.3 69.2 18.2
tipo -O-CH-O-| >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH -O- -CH,
4@0-#-D-Rhamnosa
C C-1004 2004 3000 4000 5000 6000
I (ppm) 101.9 72.2 725 79.5 68.1 18.4
tipo -O-CH-O-| >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH -O- -CH,
40@-p-Rhamnosa
C C-1009 2000 C-3000 4000 5000 C-6000
I (ppm) 102.6 71.9 72.1 73.2 69.9 17.9
tipo -O-CH-O-| >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH -O- -CH,
26-0O-#-D-Glucosa
C C-1000, Cc-2000| C-3000| c-40006, c-5000| c-6000
I (ppm) 104.2 76.3 77.7 71.1 74.5 62.2
tipo -O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | -CH,-O-

La confirmaci—n de la estructura y las consideraciones estereoqu’'micas se
llevaron a acabo una vez mis gracias los experimentos HMBC (Fig. 20F) y NOESY
respectivamente. La configuraci—n (25R) se determin— mediante los valores de
desplazamiento de C-23, C-24, C-25 y C-26 y la diferencia de desplazamiento entre
los protones de C-26 ($,....,= 0.29) (Agrawal et al., 2003; 2004). Finalmente se pudo
determinar al bidesm—sido esteroidal como el 3-O-(2,4,4-tri-" -L-rhamnopiranosil- #-
D-glucopiranosil) (25 R)-3#, 22, 26-trihidr—xi-5-furosten-26-O-#-D-glucopiran—sido
(20), el cual fue aislado por primera vez de la especie asittic a Ypsilandra thibetica
(Melanthiaceae) (Kawabe et al., 1996). Al igual que las saponinas (14-19), el
compuesto (20) se reporta por primera vez para el gZnero Cestrum.
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Figura 20D. Espectro TOCSY (C.,D:N) del
3-0-(2,4,4-tri -! -L-rhamnopiranosil -" -p-glucopiranosil)
(25R)-3", 22, 26-tri -hidr—xi-5-furosten -26-O-" -p-glucopiran—sido (20)
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Figura 20E. Espectro HMQC (C,D:;N) del
3-0-(2,4,4-tri -! -L-rhamnopiranosil -" -p-glucopiranosil)
(25R)-3", 22, 26-tri -hidr—xi-5-furosten -26-O-" -p-glucopiran—sido (20)
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Figura 20F. Espectro HMBC (C.D:N)
del 3-0O-(2,4,4-tri -! -L.-rhamnopiranosil -" -p-glucopiranosil)
(25R)-3", 22, 26-tri -hidr—xi-5-furosten -26-O-" -p-glucopiran—sido (2 0)
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3-0-(2,4,4-tri -! -L-rhamnopiranosil -" -D-glucopiranosil) (25R) -3", 22, 26-tri -hidr—xi-5-
furosten-26-0O-" -D-glucopiran—sido (20)

(! ci= 17.1/0.90(d, 6.7H2) '

27 )
CHj

FM.= C57H 94026

P.M.= 1.194 g/mol

I o= 101.9/5.61(d)

! o= 77.9/3.85(m)

K( I o= 99.8/4.86(d) '

»  0o—F OH

| gu= 104.2/4.70(d)

OH OH

| o= 102.6/6.06(d)
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Estudio Fitoqu'’mico de
Ganophyllum giganteum
(A. Chev) Hauman
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Esquema dd Aislamiento y Purificaci—n de Saponinas TriterpZnicas
de la Corteza de Ganophyllum giganteum (A. Chev) Hauman
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¢ccibo  28-O-{!-D-4-O-ACETILFUCOPIRANOSIL  [(1" 2)-#-L-RHAMN OPIRANOSIL]
(1" 3)-! -D-XILOPIRANOSIL }-3-O-! -D-GLUCORONOPIRANOSIL-ZANHICO (21)

El glic—sido (21), fue obtenido de la fracci—n OAO, subfracci—n 11, de la
cromatografa general. Se presento f'sicamente como un s—lido amorfo de color
blanco, el cual revel— conb una mancha pura de color verde en placa de TLC
[R=0.45, sist. solv. CHCI,/MeOH/H,0O (65:35:10); P.f.=+300 ;C].

El espectro HR-ESI-MS (Fig. 21A) de dicho compuesto, present— un ion
molecular en m/z= 1.160, para el cual corresponde una f—rmula molecular de
CssHg,O,. LOs espectros de RMN'H (Fig. 21B; Tabla 21B) y RMN-*C (Fig. 21C; Tabla
21C) mostraron se—ales representativas de un triter peno glicosidado, observindose la
clisica diferenciaci—n entre la zona de la genina $,= 0.5 B 2.5 ppm) y los
correspondientes carbohidratos ($,= 3.0 B 6.5 ppm). A campo alto pudieron
apreciarse nueve (9) metilos, de los cuales seis efan singuletes propios de esqueletos
tipo oleanano, dos dobletes representativos de metilos de unidades de rhamnosa
(Rha) o fucosa (FLc) y un metilo perteneciente a un grupo acetato ($,= 2.06 ppm). A
campo bajo, se pudieron reconocer cuatro dobletes anomZricos, lo que signific— la
presencia de cuatro unidades de hexosa.

Figura 21A. Espectro FAB-MS del ¢cido
28-0O-{! -p-4-O-acetilfucopiranosil [(1 " 2)-#-L-rhamnopiranosil]
(1" 3)-!-p-xilopiranosil} -3-O-! -D-glucoronopiranosil -zanhico (21)

o O<K/OAC
: X @ o
: N> {+ HO
_ OH 00 OH
- “COOH OH
23 1
OH
OH

OH OH
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Figura 21B. Espectro de RMN-'H (DMSO-d,, 600 MHz) del ¢cido
28-0-{! -D-4-O-acetilfuc opiranosil [(1 " 2)-#-L-rhamnopiranosil]
(1" 3)-!-p-xilopiranosil} -3-O-! -D-glucoronopiranosil -zanhico (21)

Tabla 21B. Desplazamientos Qu'micos ($) en el RMN-H
(DMSO-d,, 600 MHz) de la Genina del ¢cido

28-0O-{! -D-4-O-acetilfucopiranosil [(1 " 2)-#-L-rhamnopiranosil]
(1" 3)-!-p-xilopiranosil} -3-O-! -D-glucoronopiranosil -zhanico (21)

H H-3 H-2 H-5 H-12 H-16 H-18
$ (ppm) 4.01 4.10 1.39 5.26 4.31 2.82

m m m m t m d
J(Hz) - - 3.3 - 12.6

H H-24 H-25 H-26 H-27 H-29 H-30
$ (ppm) 1.16 1.19 0.65 1.30 0.83 0.91

m S S S S S S
J(Hz) - - - -
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Tabla 21B. Desplazamientos Qu’micos (!) en el RMN-H

(DMSO-d,, 600 MHz) de los Azucares del ¢cido

28-O-{" -D-4-O-acetilfucopiranosil [(1 # 2)-$-L-rhamnopiranosil]
(1# 3)-"-D-xilopiranosil} -3-O-"-b-glucoronopiranosil -zhanico (21)

3-0O-"-D-Ac. Glucor—nico

H H-10 H-20 H-30 H-40 H-50 H-60
I (ppm) 4.28 2.96 3.12 3.04 3.18 -
m d m m m m -
(Hz) 7.7 - - - - -
28-0O-"-D-4-Acetil -fucosa
H H-100| H-200] H-300| H-4006| H-500| H-600| -OAc
I (ppm) 5.36 3.68 3.99 5.06 3.84 0.92 2.06
m d t m d c d S
(Hz) 8.1 8.9 3.3 7.1 6.5 -
260-" -pD-Rhamnosa
H H-100d H-2004 H-300d H-4004 H-5004 H-6000
I (ppm) 5.11 3.78 3.40 3.19 3.52 1.12
m d m dd m c d
(Hz) 1.0 - 8.9/1.6 - 6.5 6.1
360-" -p-Xylosa
H H-1003 H-2000 H-3008 H-4000 H-5a00(q H-5b0008
I (ppm) 4.31 2.98 3.12 3.26 3.02 3.64
m d m m m ad dd
(Hz) 7.3 - - - 5.3/11.4 | 5.1/11.1

Los metilos asignados a la genina [! ;.= 14.5/1.16 (C-24), 16.6/1.19 (C-25),
16.7/0.65 (C-26), 26.3/1.30 (C-27), 32.7/0.83 (C-29),24.2/0.91 (C-30)], presentaron
correlaciones con sus respectivos carbonos e hidr—genos aleda—os, en este sentil
se pudieron observar las siguientes interacciones HMBC (Fig. 21F): C-23% H-24% C-3,
H-24% C-4, C-1% H-25% C-10, H-25% C-9% H-26% C-14, C-P% H-26% C-8% H-27% C-13,
C-14%H-27% C-15, C-19% H-29% C-21% H-30% C-19, H-29% C-20% H-30, H-12% C-14
y C-28% H-22. Las mismas, confirmaron el carfcter triterpZnico de la g enina, con lo
cual se pudo ademts conocer que las posiciones C-23 y C-28 se encontraban
oxidadas, dados los desplazamientos de ambos carbonos a! .= 181.8 y 174.9 ppm,
respectivamente (Fig. D).
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El espectro COSY (Fig. 21D), revel—una correlaci—n entre H3 (! ,= 4.01 ppm)
y un metino desplazado a ! ,= 4.10 ppm asignado como H-2, por lo que se concluy—
gue este carbono se encontraba oxigenada. El carbono C-16, no pudo identificarse
dentro del rango normal en el que usualmente se presentar’a en triterpenos ademts,
tampoco present—Ilas correlaciones usuales CG16" H-15 H-15" C-14" H-16 con
ninguno de sus ttomos vecinos por lo que se concluy— que la posici—n €16 tambiZn
se encontraba oxigenada

Al realizar la busqueda bibliogrifica del gZnero Ganophyllu, nos dimos
cuenta de que el cenico estudio fitoqu'mico realizado con anterioridad a la especie
G. giganteum (Dimbi et al., 1984), reportaba el aislamiento de un triterpeno oxidado
en las posiciones: C-2 (-OH), C-16 (-OH), C-23 (COOH) y C-28 (COOH). Al
compararse los valores de !, reportados para este compuesto (Dimbi te al., 1984;
Freiler et al., 1996; CuZllar et al., 1997; Lavaud et al., 1998) con los obtenidos de
manera experimental se pudo comprobar de forma inequ’voca, que se trataba del
tcido 16#-hidr—xi-medicagZnico, conocido tambiZn como COfcido zanhicoO (Fig D).

(/* ., FM=C 30H4GO7
’ /COOH P.M.=518 g/m0|

Figura D: Correlaciones HMBC y COSY de la aglicona del compuesto (21)
(fcido zanhico)

Una vez elucidada la genina, se procedi— al antlisis del ncemero ytipo de
glic—sidos que la confomaban. El espectro de RMN-'H, corrobor— la presencia de
cuatro se—ales anomZricas [! o= 101.5/4.28 (k£ 7.7, C-10); 93.1/5.36.F 8.1, C-100);
100.5/5.11 (= 1.0, C-1000104.1/4.31 (F 7.3, C-10000)]. Los experimentos TOCSY
(Fig. 21D) y HMBC, permitier on ubicar sin ambigYedad a los protones asociados a
cada hidr—geno anomZrico y gracias a sus constantes de acoplamiento J,,) se
determin— la configuraci—n para cada monosacirido. En este sentido seudieron
identificar dichas unidades como: $-D-¢cido gluc or—nico, $-D-4-O-Acetil -fuco-
piranosa, #-L-Rhamnosa y $-D-Xilosa. Corroborado por comparaci—n con los valores

de desplazamiento en RMN-C reportados en la literatura (Agrawal, 1992).
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Figura 21C. Espectro de RMN-**C (DMSO-d,, 150 MHz) del ¢cido
28-O-{! -D-4-O-acetilfucopiranosil [(1 " 2)-#-L-rhamnopiranosil]
(1" 3)-!-p-xilopiranosil} -3-O-! -D-glucoronopiranosil -zanhico (21)

Tabla 21C. Desplazamientos Qu'micos ($) en el RMN-C
(DMSO-d, 150 MHz) de la Genina del ¢cido
28-O-{! -D-4-O-acetilfucopiranosil [(1 " 2)-#-L-rhamnopiranosil]
(1" 3)-!-p-xilopiranosil} -3-O-! -D-glucoronopiranosil -zanhico (21)

C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7
$ (ppm) 43.9 68.9 84.1 51.0 50.9 19.3 32.4
tipo -CH,- >CH -O | >CH -O- >C< >CH - -CH,- -CH,-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14
$ (ppm) 39.4 46.4 36.0 32.0 124.4 143.3 41.2
tipo >C< >CH - >C< -CH,- =CH - >C= >C<
C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 C-21
$ (ppm) 35.9 72.5 48.1 40.1 46.5 30.0 35.1
tipo -CH,- | >CH-O | >C< >CH - -CH,- >C< -CH,-
C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 C-28
$ (ppm) 30.2 181.9 14.5 16.6 16.7 26.3 174.9
tipo -CH,- O-C=0 -CH, -CH, -CH, -CH, -O-C=0
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C C-29 C-30 ™S
|
! (ppm) 32.7 24.2 Como referencia interna
tipo -CH, -CH,

232

Tabla 21C. Desplazamientos Qu'micos (!) en el RMN -*C

(DMSO-d,, 150 MHz) de los Azucares del ¢cido

28-0O-{" -D-4-O-acetilfucopiranosil [(1 # 2)-$-L-rhamnopiranosil]
(1# 3)-"-D-xilopiranosil} -3-O-"-b-glucoronopiranosil -zanhico (21)

3-0O-"-b-Ac. Glucor—nico

C c-10 c-20 c-30 c-40 c-50 c-60
I (ppm) 101.5 74.2 76.2 71.9 73.4 172.5
tipo -O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH -O- COOH
28-0O-"-p-4-Acetil -fucosa
C C-1006| c-200), c-300| c-400| c-500| c60600 c-760
I (ppm) 93.2 73.2 79.2 72.2 69.1 16.1 | 170.2/20.6
tipo CH<O ,- | > CH-O- | >CH -O- | >CH -O- | >CH -O- | -CH, -OAC
200-"-pD-Rhamnosa
C Cc-1006F 20080 <3006 c40604 c5008 6000
I (ppm) 100.5 70.0 70.2 71.9 69.1 18.1
tipo -O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH -O- -CH,
360-" -p-Xylosa
C C-1000 Cc-2000 30060 c40609 5000 -
I (ppm) 103.9 73.6 76.2 69.4 65.6 -
tipo -O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | -CH,-O- -

El hidr—geno anomZrico en!,= 4.28 (H-10) ppm, presento correlaciones

TOCSY con los protones H-20 (,= 2.96) , H-30 (,,= 3.12), H-40 (.= 3.04) y H-50

(3.18), Zste celtimo a su vez present— un cruce HMBQ@on un carbono ubicado en

.= 172.5, representativo de grupos DCOOH. Las interacciones ROE: H1@H-30,
H-1@H-50, confirmaron a esta unidad como"-p-fcido glucor—nico. Se ubic— a la
misma en el carbono C-3 de la aglicona, gracias al cruce HMBC H-1®6 C-3, apoyado

por las interacciones H-2% H-1®o H-3 del espectro ROESY (Fig. 21G).
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La se—al H-106/800, a pesar de no presentar correlaciones de ningatipo,
pudo ubicarse en el carbono C-28 del esqueleto triterpZnico, gracias al
desplazamiento caracter’stico en !,,.= 5.36/93.1 ppm, sin embargo, el hidr—geno
anomZrico presento interacciones TOCSY con los hidr —genos 200 £ 3.68), H-300
(.= 3.99) y H-400 £ 5.06) y HMBC con C-300£ 79.2), G500£ 69.1) y el metilo
Cc-600.£ 16.1). El desplazamiento a campo inusualmente bajo del prot—n H40O fue
indicativo de unas sustituci—n tipo Zster, confirma da al compararse los valores
reportados en la literatura para fucosas acetiladas en esa posici—r{Marston, 1995;
Freiler et a 1996). Las interacciones espaciales H1J0H-300,-HIOH-500 y-#00
H-600 corroboraron finalmente a esta unidad como uri-bp-4acetilfucosa (4AcFuc).

La tercera unidad de azcecar fue identificada como un grupo #-D-xilosa (Xyl),
gracias a la presencia caracter’stica de un metilen dioxi- (H-50000), ubicadben 65.6
ppm Yy cuyos protones diasterot—picos aparec’an como dos dobletes de doblete
desplazados en! ;= 3.02/3.64 ppm. Se observaron ademis los cruces TOCSY entre el
prot—n anomZrico H10000-309OG (2.98), H-300GE (3.12), H-4006G (3.26) vy
H-50006 (3.02/3.64). Por celtimo, la cuarta unidad de azoecarfue determinada como
una unidad de $-L-rhamnosa (Rha).

La secuencia de sustituci—n interglicos’dica fue determinada medi ante el
experimento ROESY, al observarse fuertes interacciones de los hidr—ggnos H-200
(',= 3.68) y H-300,= 3.99) de la unidad de 4-O-acetilfucosa, con los hidr—genos
anomZricos de las unidades de rhamnosa (H-100@s 3.99) y xilosa (H-100Q6, 3.99)
respectivamente. As’ pues, el patr—n de sustituci—nen G28 se concluy— como:
Rha%?24-0-Ac.Fuc3& Xyl (Fig. D-1).

OAcC ! -p-4-O-AcFuc

Figura D-1: Ubicaci—n y secuencia interglicos’dica en C-3 y C-28 de los azucares
del compuesto (21)
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Figura 21D. Espectro COSY y TOCSY del c¢cido
28-0-{! -D-4-O-acetilfucopiranosil [(1 " 2)-#-L-rhamnopiranosil]
(1" 3)-!-p-xilopiranosil} -3-O-! -D-glucoronopiranosil -zanhico (21)

COSY

TOCSY
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Figura 21E. Espectro HSQC del ¢cido
28-0O-{! -p-4-O-acetilfucopiranosil [(1 " 2)-#-L-rhamnopiranosil]
(1" 3)-!-p-xilopiranosil} -3-O-! -D-glucoronopiranosil -zanhico (21)
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Figura 21F. Espectro HMBC del ccido
28-0O-{! -p-4-O-acetilfucopiranosil [(1 " 2)-#-L-rhamnopiranosil]
(1" 3)-!-p-xilopiranosil} -3-O-! -D-glucoronopiranosil -zanhico (21)
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Figura 21G. Espectro ROESY del ¢cido
28-0O-{! -p-4-O-acetilfucopiranosil [(1 " 2)-#-L-rhamnopiranosil]
(1" 3)-!-p-xilopiranosil} -3-O-! -D-glucoronopiranosil -zanhico (21)

De esta manera, se pudo elucidar al bidesm—sido(21) como el #cido 28-0O-
{!-D-4-O-acetilfucopiranosil [(1" 2)-#-L-rhamnopiranosil] (1" 3)-!-D-
xilopiranosil}-3-O-! -D-glucoronopiranosil-zanhico. La revisi—n biblio-
grifica hecha para este producto, revel— que hasta el momend no se encuentra
reportado en la literatura, por tanto se considera un nnuevo producto natural.

Para el glic—sido(R1) se propone entonces, sobre la base de su fuente naural, el
nombre de Giganteésido A.
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¢cido 28 -O-{ -D-4-O-acetilfucopiranosil [(1 " 2)-#-L-rhamnopiranosil] (1 " 3)
-I -D-xilopiranosil} -3-O-! -D-glucoronopiranosil -zanhico (21)

F.M.= C55H84026
P.M.= 1.160 g/mol

“COOH

3
<
(1 o= 14.5/1.16(s) .

( I o= 101.5/4.28(d, 7.7Hz) .
‘ ! o= 100.5/4.11(d, 1.1Hz) .

OH OH
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¢ CciDO 28-O-{! -D-4-O-ACETILFUCOPIRANOSIL [(1" 2)-! -D-GLUCORONOPIRANOSIL]
(1" 3)-! -D-XILOPIRANOSIL} -3-O-#-L-RHAMNOPIRANOSIL -ZANHICO (22)

El compuesto (22) fue obtenido de la misma fracci—n que el compuesto (21)
y se present— como un s—Ilido amorfo de color blanco, el cual revel— en pta TLC
como una mancha pura de color verde [R= 0.34, sist. solv. CHCI,/MeOH/H,O
(65:35:10); P.f.=+300 ;C].

El pico correspondiente al ion molecular en m/z=1.159 en el espectro de
masas FABMS, fue concordante con un compuesto de f—rmula molecular CH;,0,,
se observaron ademis dos picos importantes, el rpimero e m/z= 983
correspondiente a la pZrdida de una unidad de fcido glucor—nico (GIcA) y el segundo
en m/z= 517 correspondiente a la aglicona. Al analizar co n detalle los espectros de
RMN-'H (Fig.22B; Tabla 22B), RMN-*C (Fig. 22C; Tabla 22C) y HMQC (Fig. 22D),se
pudo comprobar que el compuesto presentaba las mismas se—ales que el glic—sido
(21). Se determino una vez mifs al fcido zanhico como aglic—n, gracias a los
desplazamientos observados para los seis metilos terciarios [H-24 ($,= 0.91), H-25
($,= 1.01), H-26 ($,= 1.44), H-27 (0.86) H-29 ($,= 0.88), H-30 ($,= 0.93)] y al pico en
m/z= 517 correspondiente a este tipo de triterpeno.

Figura 22A. Espectro FAB-MS del ¢cido
28-0-{! -D-4-O-acetilfucopiranosil [(1 " 2)-! -D-glucoronopiranosil]
(1" 3)-! -p-xilopiranosil} -3-O-#-L-rhamnopiranosil -zanhico (22)

OH OH
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Figura 22B. Espectro de RMN-'H (DMSO- ,, 600 MHz) del ¢cido
28-0O-{! -D-4-O-acetilfucopiranosil [(1 " 2)-! -D-glucoronopiranosil]
(1" 3)-! -p-xilopiranosil} -3-O-#-L-rhamnopiranosil -zanhico (22)

Tabla 22B. Desplazamientos Qu'micos ($) en el RMN-H

28-0-{! -D-4-O-acetilfucopiranosil [(1 " 2)-! -D-glucoronopiranosil]
(1" 3)-! -p-xilopiranosil} -3-O-#-L-rhamnopiranosil -zanhico (22)

(C.D;N, 600 MHz) de la Genina del ¢cido

H H-3 H-2 H-5 H-12 H-16 H-18
$ (ppm) 3.31 4.03 1.69 5.45 5.06 2.59
t
J(Hz) - - - -
H H-24 H-25 H-26 H-27 H-29 H-30
$ (ppm) 0.91 1.01 1.44 0.86 0.88 0.93
S S S S S S
J(Hz) - - - -
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Tabla 22B. Desplazamientos Qu'micos (!) en el RMN-H

(C,D.N, 600 MHz) de los Azucares del ¢cido

3-0O-%$-L.-Rhamnosa

28-0-{" -D-4-O-acetilfucopiranosil [(1# 2)-"-D-glucoronopiranosil]
(1# 3)-"-D-xilopiranosil} -3-O-$-L-rhamnopiranosil -zanhico (22)

H H-10 H-20 H-30 H-40 H-50 H-60
I (ppm) 5.04 3.78 3.40 4.17 4.38 1.44
m m m m m m m
J(Hz) - - - - - -
28-0O-"-D-4Acetil fucosa
H H-100| H-200| H-300| H-4006| H-500| H-600| -OAc
I (ppm) 5.85 4.51 4.29 5.62 4.03 1.13 1.86
m m m m m m m S
J(Hz) - - - - - - -
H H-1000| H-200d H-3004 H-400J H-5000 -
I (ppm) 6.15 4.62 4.16 4.38 4.01 -
m m m m m m -
J(Hz) - - - - - -
3@0-" -p-Xylosa
H H-1000( H-2000 H-300§ H-4000 H-5a00( H-5b00(
I (ppm) 4.90 3.85 4.39 4.06 3.61 4.29
m m m m m m m
J(Hz) - - - - - -

El estudio en detalle de los espectros COSY y TOCSY (Fig. 22D) peamitieron
confirmar la presencia de las misma unidades de azoecar que las presentes en el

bidesm—sido (@1),

es

decir:

"-p-fcido glucor—nico, $-L-rhamnosa,

" -p-4-O-

acetilfucosa y " -D-xilosa, sin embargo, el experimento ROESY (Fig. 22F) devel— una
interconexi—n distinta entre las mismas, ya que el hidr—geno H-20®,€ 4.51 ppm)

de

la unidad de

"-D-4-O-acetilfucosa present— correlaciones con el

prot—n

anomZricos de la unidad de fcido glucor—nico (.= 6.15 ppm), mientras que el
prot—n anomZrico del grupo rhamnosa (,= 5.04 ppm) se cruza ahora con H-3
(' 4= 3.22 ppm) ubicando al mencionado grupo en el C-3 de la aglicona . El resto de
las conexiones permanecieron inalteradas.
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Figura 22C. Espectro de RMN-*3C (C,DN, 150 MHz) del ¢cido
28-O-{! -D-4-O-acetilfucopiranosil [(1 " 2)-! -D-glucoronopiranosil]
(1" 3)-! -p-xilopiranosil} -3-O-#-L-rhamnopiranosil -zanhico (22)

Tabla 22C. Desplazamientos Qu'micos ($) en el RMN-3C

(CDsN, 150 MHz) de la Genina del ¢cido

28-O-{! -D-4-O-acetilfucopiranosil [(1 " 2)-! -D-glucoronopiranosil]
(1" 3)-! -p-xilopiranosil} -3-O-#-L-rhamnopiranosil -zanhico (22)

C C1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7
$ (ppm) n.a. 70.4 81.0 56.9 50.9 20.3 32.7
tipo -CH,- | >CH-O | >CH-O-| >C< >CH - -CH,- -CH,-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14
$ (ppm) 44.3 49.2 n.a 24.3 123.1 146.5 41.9
tipo >C< >CH - >C< -CH.,- =CH - >C= >C<
C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 C-21
$ (ppm) 36.5 73.8 n.a. 45.2 47.2 30.3 36.5
tipo -CH,- | >CH-O | >C< >CH - -CH,- >C< -CH,-
C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 C-28
$ (ppm) 29.8 186.8 24.8 17.8 17.2 30.1 177.6
tipo -CH,- | O-C=0 -CH, -CH, -CH, -CH, | -O-C=0
C C-29 C-30 T™MS
$ (ppm) 14.8 27.1 Como referencia interna
tipo -CH, -CH, (n.a.= no asignado)
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Tabla 22C. Desplazamientos Qu'micos (!) en el RMN-C
(CDsN, 150 MHz) de los Azucares del ¢cido
28-O-{" -D-4-O-acetilfucopiranosil [(1 # 2)-"-D-glucoronopiranosil]
(1# 3)-"-D-xilopiranosil} -3-O-$-L-rhamnopiranosil -zanhico (22)
3-0O-$-L-Rhamnosa
C c-10 Cc-20 C-30 C-40 C-50 C-60
I (ppm) 100.5 70.0 72.3 73.2 71.8 18.3
tipo -O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH -O- -CH,
28-0O-" -D-4-Acetil -fucosa
H C-100| C-200| C-300| c-400, C-500| C-600 c-766/800
I (ppm) 94.9 74.0 81.2 72.6 70.3 16.2 | 173.9/20.5
tipo CH<O ,- | >CH -O- | >CH -O- | >CH -O- | >CH-O- | -CH, -OAC
260-" -p-Ac. Glucor—nico
H C-1000, c-2000 3000 4000 €500 c-600Q
I (ppm) 101.2 71.4 76.5 71.8 70.8 174.1
tipo -O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | COOH
360-" -p-Xylosa
H C-1000¢ c-2000 €300 C4000 5000 -
I (ppm) 105.2 74.2 77.2 70.0 66.4 -
tipo -O-CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | -CH,-O- -

Se elucid— entonces al compuesto(22) como el #cido 28-O-{"-D-4-O-
acetilfucopiranosil

[(1# 2)-"-D-glucoronopiranosil]
ranosil}-3-O-$-L-rhamnopiranosil-zanhico

(22).

De

(1# 3)-"
manera,

igual

-D-xilopi-

el

compuesto (21) no se encontr— reportado en la bibliografa, por lo que constituye
un muevo producto natural. Para este compuesto se propuso el nombre de
Gigante—sido B (22).
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Figura 22D. Espectro COSY y TOCSY (C.,D:N) del ¢cido
28-0-{! -D-4-O-acetilfucopiranosil [(1 " 2)-! -D-glucoronopiranosil]
(1" 3)-! -p-xilopiranosil} -3-O-#-L-rhamnopiranosil -zanhico (22)

COSY

TOCSY
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Figura 22E. Espectro HMQC (C.D:N) del ¢cido
28-0-{! -D-4-O-acetilfucopiranosil [(1 " 2)-! -D-glucoronopiranosil]
(1" 3)-! -p-xilopiranosil} -3-O-#-L-rhamnopiranosil -zanhico (22)
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Figura 22F. Espectro ROESY(C.,D.N) del ¢cido
28-0-{ -D-4-O-acetilfucopiranosil [(1 " 2)-! -D-glucoronopiranosil]
(1" 3)-! -p-xilopiranosil} -3-O-#-L-rhamnopiranosil -zanhico (22)
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¢cido 28 -O-{! -D-4-O-acetilfucopiranosil [(1 " 2)-! -D-glucoronopiranosil] (1 " 3)-! -D-
xilopiranosil} -3-O-#-L-rhamnopiranosil -zanhico (22)

F.M.= C55H84026
P.M.= 1.160 g/mol

OOH
. , 0 O (! o= 105.214.90(m) '
OH OH (1 o= 24.8/0.91(s) ' /\

(! 100.5/5.04(m) ' ( !'¢/q= 101.2/6.15(m) '
‘CH™ .2/5.04(m

.",//

7,
C
23
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¢ CIDO 28-O{! -D-4-O-ACETILFUCOPIRANOSIL [(1" 2)-! -D-GLUCORONOPIRANOSIL] (1" 3)-
I -D-XILOPIRANOSIL (1" 2)-! -D-GLUCOPIRANOSIL} -3-O-#-L-RHAMNOPIRANOSIL -ZANHICO (23)

El glic—sido (23) se obtuvo de la fracci—n OAO, subfracci—t3, de la
cromatograf’a general. Se aisl— como un s—Ilido amorfo de color blanco,el cual
revel— en placa TLC como una mancha pura de color verde [R= 0.29, sist. solv.
CHCI,/MeOH/H 0 (65:35:10); P.f.=+300 C].

El espectro de FAB-MS (Fig. 23A) presento un ion molecular en m/z= 1.320,
el cual es correspondiente a un compuesto de f—rmula molecular C4Hy,0,,, se
observaron ademis picos en m/z= 1.159, 983 y 809, los cuales correspond’an a:
pZrdida de un grupo glucosa (Glc), pZrdida de un grupo *cido gl ucor—ni® (GIcA) y
el rompimiento contiguo de un grupo xilosa (Xyl) y un grupo acetato ( -OAc).

El estudio de los espectros uni- (Figs. 23B a 23C) y bidimensionales
(Figs. 23D a 23F), revelaron la presencia de las mismas se—ales que en el compuesto
(22), con la excepci—n de seis (6) nuevos picos en la regi—n de los carbonos
oxigenados. El estudio comparativo de los espectros de masas de los conpuestos
(22) y (23) sugiri— la presencia de una unidad adicional de glucosa (-Glc) en (23),
debido a la diferencia de 162 u.m.a. entre ambos compuestos.

Figura 23A. Espectro FAB-MS del ¢cido
28-0-{! -D-4-0O-acetil-fucopiranosil [(1 " 2)-! -D-glucoronopiranosil]
(1" 3)-!-p-xilopiranosil (1 " 2)-! -D-glucopiranosil}
-3-O-#-L-rhamnopiranosil -zanhico (23)
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Figura 23B. Espectro de RMN-'H (C,D;N, 600 MHz) del ¢cido
28-0O-{! -D-4-0O-acetil-fucopiranosil [(1 " 2)-! -D-glucoronopiranosil]
(1" 3)-!-p-xilopiranosil (1 " 2)-! -D-glucopiranosil}

-3-O-#-L-rhamnopiranosil -zanhico (23)

Tabla 23B. Desplazamientos Qu'micos ($) en el RMN-'H (C;D;N,
600 MHz) de la Genina del ¢ccido 28 -O-{! -D-4-O-acetil-fucopiranosil
[(1" 2)-!-D-glucoronopiranosil] (1 " 3)-! -D-xilop iranosil
(2" 2)-! -p-glucopiranosil} -3-O-#-L-rhamnopiranosil -zanhico (23)

H H-3 H-2 H-5 H-12 H-16 H-18
$ (ppm) 3.22 4.30 0.79 5.51 5.04 2.59

m m m m t m m
J(Hz) - - - -

H H-24 H-25 H-26 H-27 H-29 H-30
$ (ppm) 0.93 1.01 1.41 0.87 0.88 0.93

m S S S S S S
J(Hz) - - - -
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Tabla 23B. Desplazamientos Qu'micos (!) en el RMN-H
(C,D;N,600 MHz) de los Azucares del ¢cido 28 -O-{" -D-4-O-acetil -
fucopiranosil [(1 # 2)-"-D-glucoronopiranosil] (1 # 3)-"-D-xilopiranosil
(1# 2)-"-bp-glucopiranosil} -3-O-$-L-rhamnopiranosil -zanhico (23)
3-0-$-L.-Rhamnosa
H H-10 H-20 H-30 H-40 H-50 H-60
I (ppm) 5.04 4.01 4.22 4.18 4.41 1.61
m d m m m m d
J (H2) 1.1 - - - - 5.5
28-0O-" -D-4-Acetil -fucosa
H H-100 | H-200) H-300 H-400| H-500| H-600| -OAc
I (ppm) 5.89 4.49 4.30 5.63 4.02 1.13 1.86
m d m m m m d S
J (H2) 7.6 - - - - 4.3 -
200-" -p-Ac. Glucor—nico
H H-1004 H-200d H-3004 H-400d H-5004 H-600C
I (ppm) 6.14 4.69 4.40 4.23 3.95 -
m m m m m m -
J (Hz) - - - - - -
300-" -p-Xilosa
H H-1000 H-2000 H-3000 H-4000 H-5a00( H-5b00(
I (ppm) 4.91 3.81 4.04 4.21 3.61 4.22
m d m m m m m
J (H2) 6.2 - - - - -
208DOb-Glucosa
H H-1000| H-2000| H-3000| H-4000, H-5000], H-6000
I (ppm) 5.10 3.87 4.05 3.82 4.29 4.21/4.42
m m m m m m m
J H2) - - - - - -

Se pudo confirmar, sin lugar a dudas, la presencia del nuevo grupo g lucosa
con la aparici—n en el HMQC (Fig. 23E) de seis nuevas se—ales, en& las que

resaltan las del metileno oxigenado en ! .= 60.8 (C-60000Q0) ppm, con sus respectivos
hidr—-genos en! ;= 4.21y 4.42 ppm.
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Figura 23C. Espectro de RMN-*3C (C,D¢N, 150 MHz) del ¢cido
28-O-{! -D-4-O-acetil-fucopiranosil [(1 " 2)-! -D-glucoronopiranosil]
(1" 3)-! -D-xilopiranosil (1 " 2)-! -D-glucopiranosil}
-3-O-#-L-rhamnopiranosil -zanhico (23)

Tabla 23C. Desplazamientos Qu'micos ($) en el RMN-3C
(CDsN, 150 MHz) de la Genina del ¢cido 28 -O-{! -D-4-O-acetil -
fucopiranosil [(1 " 2)-! -D-glucoronopiranosil] (1 " 3)-! -D-xilopiranosil
(2" 2)-! -p-glucopiranosil} -3-O-#-L-rhamnopiranosil -zanhico (23)

C C-1 C-2 C-3 C-4 C-5 C-6 C-7
$ (ppm) 44.2 70.9 85.2 n.a 48.3 20.4 31.9
tipo -CH,- | >CH-O | >CH-O-| >C< >CH - -CH,- -CH,-
C C-8 C-9 C-10 C-11 C-12 C-13 C-14
$ (ppm) 44.3 48.1 n.a 24.4 123.3 145.7 n.a
tipo >C< >CH - >C< -CH,- =CH - >C= >C<
C C-15 C-16 C-17 C-18 C-19 C-20 C-21
$ (ppm) 335 71.8 49.0 40.0 45.5 n.a 26.0
tipo -CH,- | >CH-O | >C< >CH - -CH,- >C< -CH,-
C C-22 C-23 C-24 C-25 C-26 C-27 C-28
$ (ppm) 32.2 184.1 22.8 15.5 15.1 31.2 179.2
tipo -CH,- | O-C=0 -CH, -CH, -CH, -CH, | -O-C=0
C C-29 C-30 TMS
$ (ppm) 12.3 20.5 Como referencia interna
tipo -CH, -CH, (n.a.= no asignado)
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Tabla 23C. Desplazamientos Qu'micos (!) en el RMN-C
(CDsN, 150 MHz) de los Azucares del ¢cido 28 -O-{" -D-4-O-acetil -
fucopiranosil [(1 # 2)-"-D-glucoronopiranosil] (1 # 3)-" -D-xilopiranosil
(1# 2)-"-p-glucopiranosil} -3-O-$-L-rhamnopiranosil -zanhico (23)

3-0-$-L.-Rhamnosa
C c-10 c-20 c-30 c-40 c-50 c-60
I (ppm) 100.1 70.1 74.7 71.9 68.4 16.3
tipo -O-CH-O-| >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH -O- -CH,
28-0O-"-p-4-Acetil -fucosa
C C-1006| c-200, c-300| c-400| c-500| €600 -
I (ppm) 92.5 71.1 79.3 715 69.1 145 | 170.8/20.6
tipo -CH<O, | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | -CH, -OAc
200-"-p-Ac. Glucor—nico
C Cc-1004 c-20604 c-3003 400§ c-5000 6000
I (ppm) 99.5 69.8 70.0 74.9 73.2 179.2
tipo -O-CH-O-| >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | -COOH
300-" -p-Xil osa
C C-1000 c-2000 30060 40006 50060 -
I (ppm) 103.2 76.4 75.1 75.1 64.9 -
tipo -O-CH-O-| >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH -O- -
2086 Dp-Glucosa
C C-1000| Cc-2000, c-3000| c-40006, c-5000| c-6000
I (ppm) 103.2 73.8 75.3 72.3 71.2 60.8
tipo -O-CH-O-| >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | >CH-O- | -CH,-O-

De igual forma que para el compuesto (22), la disposici—n de los azoecares fue

presentado por el carbono C-200000 de la unidad de xilosgear6.4 ppm, que al
compararse con el desplazamiento exhibido por este carbono en el com puesto (22)
(= 74.2) presento un desapantallamiento de

xilosas sustituidas en esta posici—n. En conclusi—n, el compuestq(23) se determin—
como el #cido 28-O-{"-D-4-O-acetilfucopiranosil [(1# 2)-"-D-glucorono-

piranosil] (1# 3)

&= 2.2 ppm,

caracter’stico en

-"-p-xilopiranosil (1# 2)-"-p-glucopiranosil} -3-O-$-L-

rhamnopiranosil-zanhico. Este compuesto tampoco se encuentra descrito en la
literatura y para el mismo se propuso el nombre de Gsigante—sido C (23).
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Figura 23D. Espectros COSY y TOCSY(C,D.N) del ¢cido
28-0-{! -D-4-O-acetil-fucopiranosil [(1 " 2)-! -D-glucoronopiranosil]
(1" 3)-!-p-xilopiranosil (1 " 2)-! -D-glucopiranosil}
-3-O-#-L-rhamnopiranosil -zanhico (23)

COSY

TOCSY
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Figura 23E. Espectro HMQC (C.D:N) del ¢cido
28-0O-{! -D-4-0O-acetil-fucopiranosil [(1 " 2)-! -D-glucoronopiranosil]
(1" 3)-!-p-xilopiranosil (1 " 2)-! -D-glucopiranosil}
-3-O-#-L-rhamnopiranosil -zanhico (23)
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Figura 23F. Espectro ROESY (CD.N) del ¢cido
28-0O-{! -D-4-0O-acetil-fucopiranosil [(1 " 2)-! -D-glucoronopiranosil]
(1" 3)-!-p-xilopiranosil (1 " 2)-! -D-glucopiranosil}
-3-O-#-L-rhamnopiranosil -zanhico (23)
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¢cido 28 -O-{! -D-4-O-acetilfucopiranosil [(1 " 2)-! -D-glucoronopiranosil] (1 " 3)-! -D-
xilopiranosil (1 " 2)-! -D-glucopiranosil} -3-O-#-L-rhamnopiranosil -zanhico (23)

I o= 20.5/1 61(3
(ton12.3/1.819) '
29 30

F.M.= C61H@4031
P.M.= 1.321 g/mol

St o

(! or= 100.1/5.04(m) .

OH > ( ]
( s C/H™ . . '
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PARTE EXPERIMENTAL

1. TfcNICAS GENERALESAPLICADAS.

1.1. Cromatograf’a en Capa Finay Capa Gruesa:

Para la cromatograf’a de capa fina anal'tica TLC y HPTLC se emplearon
placas de gel de s’lice fluorescente sobre soporte de vidrio de | a casa Merck, HF 254
(0,25 mm de espesor). Las ecomatoplacas se desarrollaron en los sistemas de
eluyentes adecuados y se revelaron rocifndolas con: Qvleum® [CHCOOH-H,0O-
H,SO, (20:4:1) viv], agente GomarowskyO [mezcla 5:1 de p-hidroxibenzaldeh’do
(2% MeOH) y 50% EtOH/H ,SO,] —Qvainillina O [4hidr—xi-3-metoxi -benzaldeh’do en
MeOH], luego calenttndolas con corriente de aire a 100 °C por algunos minutos. Las
placas para cromatograf'a de capa gruesa o preparativa se hcieron suspendiendo gel
de s’lice fluorescente (HF 254) en agua destilada (relaci—n 12 p/p) y extendiendo
luego la mezcla en piezas de vidrio. Las placas fueron activada s a 120°C durante 24
horas. Una vez elu'das se secaron a la temperatura ambiente, y luego, las bandas
identificadas por exposici—n a la luz UV se marcaron y se rasparon, vertiendo la gel
recuperada en diferentes envases. Los productos se recuperaron mediante
extracci—n con acetato de etilo o acetona y filtraci—n en un embudo BYcher.

1.2. Cromatograf’a en columna:

Para la cromatograf'a en columna al vac’o se us— como adsorbete gel de
s’lice fase normal 60 (63-200 "m, 70-230 mesh) y s’lica fase reversa Lichrosper! 60
RP-18-WF de la casa Merck. Las columnas se desarrollaron siguiendo las tZcnicas
descritas en la literatura (Coll and Bowden, 1986; Willis, 1991) . Para la
cromatografa en MPLC se utilizo una bomba Gilson M 305 con columna de vidrio

BYchi (460x25, 460x15 y 230x15 mm) y pre-columna (110x15 mm) con s’lica gel 60
(SiO, 15-40 um) de la casa Merck. La cromatografa L'quida de Vac'o (VLC) fue

llevada a cabo, usando s’lica gel Merck, de fase reversa RR18 (25-40 um) .

1.3. Punto de Fusi—n:

Los puntos de fusi—n fueron determinados empleando un aparato de plancha
de calentamiento para el rango 20-300 °C (+ 1 °C), marca Fisher-Johns.

1.4. Espectros de Infrarrojo:

Se realizaron en un espectrofot—metro infrarrojo-FT Perkin Elmer, modelo
FT-1725X, en pastillas de KBr o en pel’cula.
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1.5. Espectros de RMN- 'Hy de RMN-"*C:

Se corrieron en un equipo de Resonancia MagnZtica Nuclear Bruker -Avance
DRX 400, 100 MHz y un equipo Varian VNMR 600, 150 MHz, respectivam ente.
Como solvente se us— CDGJ C.D:N, MeOD y DMSO-d,.!Para obtener los espectros
bidimesionales se aplicaron secuencias de pulso estindar, usando un cabezal de
detecci—n inversa de 5 mm.

1.6. Espectros de Masas:

Se realizaron utilizando diversos eq uipos: en el caso de bombardeo ripido de
ftomos (FAB-MS), se uso un espectr—metro JEOL SX 102 con glicerol como matriz
(en m/z). Para la tZcnica de electrospray (ESFMS), se utiliz— un aparfto Micromass
Q-TOF-1 (en m/z). Finalmente, en el caso de impacto electr—nico (l.E.), se tomaron
en un equipo Hewlett -Packard 5930A con un potencial electr—nico de 70 eV (enm/2).

2. RECOLECCIIN , SECADO Y PREPARACIIN DEL MATERIAL VEGETAL.

El material vegetal se recolect—, en el Piramade OSan JosZ de AcequiasO,
Municipi 0 Aut—nomo Arzobispo Chac—n, Estado MZrida Phytolaca rugosa y
P. icosandra) y en la carretera OMucuch’es-GavidiaO, Municipio Rangel, Estado
MZrida (Cestrum ruizteranianum). Las muestras botfnicas se encuentran
depositadas en el herbario MERF de la Facultad de Farmacia (ULA) [ Voucher
Especimenes:J. M. Amaro-Luis, N¥4 2321, 2322 y 1862 respectivamentd. La especie
G. giganteum fue recolectada en la localidad de Mayumbe (Bosque de Luki), en la
Repaoeblica Democrttica del Congacfrica e identificada p or el Prof. Herman Breyne
(Herbario de Kinshasa) por comparaci—n con un especimen (Donis, Nj 2257)
depositado en el Jard’n Botfnico Nacional de Bruselas-BZlgica.

El material vegetal de las plantas se mantuvo al aire, a temperatura ambiente y
en un lug ar sombreado durante quince d’as. Transcurrido este tiempo se realiz— una
extracci—n. Lha vez completado este procesq se seco el material manteniZndolo
extendido bajo campana durante 24 horas. A continuaci—n se procedi— a molerlcen
un molino elZctrico, q uedando listo para una segunda extracci—n.

3. EXTRACCIIN DEL MATERIAL VEGETAL.

Los frutos, hojas y corteza de las especies antes mencionadas fueron extra’das
por separado, utilizando como solvente MeOH/H,O (70:30) de manera continua,
mediante reflujo en s ohxlet hasta agotamiento. Las disoluciones procedentes de las
la extracciones fueron filtradas y concen tradas al vac’o en un rotavapor a 40% CLos
extractos obtenidos fueron pesados y conservados en recipientes de vidrio, en
nevera a 4°C hasta el inicio de los procesos de separaci—n.
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CONCLUSIONES

1. La breve rese—a, incluida en la presente memoria, sobre los princip ales tipos
de saponinas encontradas en la naturaleza, pone una vez mts en evidencia la
relevancia gu'mica que tienen estos metabolitos secund arios y su importancia
como productos biol—gicay/o farmacol—gicamente activos.

2. En el presente trabajo se presentaron los resultados obtenidos en el estudio
fitogu'mico realizado a las especies Phytolacca rugosa, P. icosandra, Cestrum
ruizteranianum y Ganophyllum giganteum. Dicho estudio demostr— que:

a. Los frutos de P. rugosg P. icosandray C. ruizteranianum , as’ como la
corteza de G. giganteum, resultaron ser una fuente importante de
saponinas triterpZnicas y esteroidales, dado que de las mismasse lograron
aislar e identificar dieciseis saponinas, de las cuales, nueve pertenec’an a
la serie del oleanano, dos a la del espirostano y cinco a la del furostano .
Ademis, se obtuvieron de la especie P. icosandra, otros metabolitos
secundarios tales como triterpenos, lignanos y peltoginanos.

b. De la especie P. rugosa se lograron aislar y caracterizar cuatro (1-4)
saponinas triterpZnicas, las cuales han sido previamente obtenidas de
plantas pertenecientes al gZnero Phytolacca, sin embargo, son reportadas
en este trabajo por primera vez para la especie antes mencionada.

C. Los metabolitos secundarios aislados de la especie P. icosandra,
compuestos (8), (10) y (12) se reportan por primera vez para la familia
Phytolaccaceae; mis acen, los compuestog10) y (12) son descritos por
primera vez y por tanto constituyen nuevos productos naturales. Se
asign— para los mismos, sobre la base de su fuente vegetal, los nombres d
Icosandr—sido (10) elcosandrina (12).

d. La presencia de un compuesto como la Icosandrina (12) en la familia
Phytolacaceae, podra constitu'r un dato importante en estudios de
carfcter quimiotaxon—micos y/o sistemiticos, dado que los compuestos
del tipo peltoginoide se han encontrado en su forma natural, casi
exclusivamente en especies de la familia Leguminoseae. El presente,
constituye el primer reporte de este tipo de sustancias en Phytolac fceas

€. De los frutos de C. ruizteranianum , se caracterizaron siete saponinas
esteroidales (14-20). A pesar de que este tipo de compuestos se
encuentran con frecuencia en el gZnero Cestrum, ninguno de ellos ha sido
reportado para el mismo y los glic—sidos (14), (16), (19) y (20) se
reportan ademis por primera vez para la familia Solanaceae.
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De la especie G. giganteum, se lograron obtener tres sgoninas

triterpZnicas derivadas del cido zanhico . Estos compuestos resultaron ser
nuevos compuestos naturales, a los cuales se les asign—, sobre la bas
de su origen, los nombres de Gigante—sido A (21), Gigante—sido B

(22) y Gigante—sido C (23).

Los datos extra’dos de la literatura cient'fi ca, ponen de manifiesto el
hecho de que muchas saponinas triterpZnicas y esteroidales, poseen un
amplio espectro de actividades biol—gicas y farmacol—gicas y @da la
abundancia de estos estos compuestos en cada una de las especies
estudiadas, se hace evidente que las mismas pueden ser aprovechadas
como fuente de productos activos, usados como materia prima para la
obtenci—n de sustratos glicosidados, susceptibles de ser modificados
gu’micamente con vistas a obtener d erivados potencialmente activos, desde
el punto de vista biol—gico y/o farmacol—gico.
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[(A# 2)-! -L-rhamnopiranosil]  (1# 3)-"-D-xilopiranosil} -3-O-"-D-

glucoronopiranosil -zanhico (21)EEEEEEEEEEEEEE.

Espectro HMBC del ccido 28-O-{"-bp-4-O-acetilfucopiranosil
[(A# 2)-! -L-rhamnopiranosil]  (1# 3)-"-D-xilopiranosil} -3-O-"-D-

glucoronopiranosil -zanhico (21)EEEEEEEEEEEEEE.

Espectro ROESY del c¢cido 28-O-{"-Dp-4-O-acetilfucopiranosil
[(A# 2)-! -L-rhamnopiranosil]  (1# 3)-"-D-xilopirano sil} -3-O-" -D-

glucoronopiranosil -zanhico (21)EEEEEEEEEEEEEE.

Espectro FAB-MS del c¢cido 28-O-{"-Dp-4-O-acetilfucopiranosil
[(1# 2)-"-D-glucoronopiranosil] (1 # 3)-"-D-xilopiranosil} -3-O-! -

L-rhamnopiranosil -zanhico (22)EEEEEEEEEEEEEE..

Espectro de RMN-'H (DMSO-d,, 600 MHz) del ¢cido 28 -O-{" -b-
4-O-acetilfucopiranosil [(1 # 2)-"-D-glucoronopiranosil] (1 # 3)-"-
p-xilopiranosil} -3-O-! -L-rhamnopiranosil -zanhico (22)EEEE.
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E237

E239

E240
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22C

22D

22E

22F

23A

23B

23C

23D

23E

23F

Espectro de RMN-*C (DMSO-d;, 150 MHz) del ¢cido 28 -O-{! -b-
4-O-acetilfucopiranosil [(1 " 2)-! -D-glucoronopiranosil] (1 " 3)-! -
p-xilopiranosil} -3-O-#-L-rhamnopiranosil -zanhico (22)EEEE.

Espectro COSY y TOCSY (GD.N) del ccido 28-O-{!-D-4-O-
acetilfucopiranosil [(1 " 2)-! -D-glucoronopiranosil] (1 " 3)-! -D-

xilopiranosil} -3-O-#-L-rhamnopiranosil -zanhico (22)EEEEE

Espectro HMQC (C.D,N) del ccido 28-0O-{! -p-4-0O-
acetilfucopiranosil [(1 " 2)-! -D-glucoronopiranosil] (1 " 3)-! -D-

xilopiranosil} -3-O-#-L-rhamnopiranosil -zanhico (22)EEEEE

Espectro ROESY (C,D,N) del ccido 28-0O-{! -p-4-0O-
acetilfucopiranosil [(1 " 2)-! -D-glucoronopiranosil] (1 " 3)-! -D-

xilopiranosil} -3-O-#-L-rhamnopiranosil -zanhico (22)EEEEE

Espectro FAB-MS del ccido 28-O-{! -D-4-O-acetil-fucopiranosil
[(A" 2)-!-D-glucoronopiranosil] (1 " 3)-! -D-xilopiranosil (1" 2)-! -
D-glucopiranosil} -3-O-#-L-rhamnopiranosil -zanhico (23)EEE..

Espectro de RMN-'H (C;D;N, 600 MHz) del ¢cido 28-O-{! -p-4-
O-acetil-fucopiranosil [(1 " 2)-! -D-glucoronopiranosil] (1 " 3)-! -D-
xilopiranosil (1 " 2)-! -D-glucopiranosil} -3-O-#-L-rhamnopiranosil -

zanhico (23)EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE.

Espectro de RMN-*C (C,D;N, 150 MHz) del ¢cido 28-O-{! -D-4-
O-acetil-fucopiranosil [(1 " 2)-! -D-glucoronopiranosil] (1 " 3)-! -D-
xilopiranosil (1 " 2)-! -D-glucopiranosil} -3-O-#-L-rhamnopiranosil -

Espectros COSY 'y TOCSY (GD,N) del ccido
28-0-{! -D-4-O-acetil-fucopiranosil [(1" 2)-!-D-glucoronopirano -
sil] (A" 3)-!-p-xilopiranosil (1" 2)-! -p-glucopiranosil}

-3-O-#-L-rhamnopiranosil -zanhico (23)EEEEEEEEEEE

Espectros HMQC (C.,D:N) del ¢ccido 28-O-{!-D-4-O-acetil-fuco-
piranosil [(1" 2)-!-D-glucoronopirano -sil (1" 3)-! -D-xilopiranosil
(1" 2)-! -p-glucopiranosil} -3-O-#-L-rhamnopiranosil -zanhico

(23)EEEEEEEEEEE EEEEEEEEEEEEEEEE

Espectros ROESY (C.D;N) del ¢cido 28-O-{!-D-4-O-acetil-fuco-
piranosil [(1" 2)-!-D-glucoronopirano -sil (1" 3)-! -D-xilopiranosil
(1" 2)-! -p-glucopiranosil} -3-O-#-L-rhamnopiranosil -zanhico

(23)EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE

E242

E244

E245

E246

E248

E249

E251

E253

E254

E255
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NO

1B

1C

2B

2C

3B

3C

4B

&\DICE DETABLAS

Leyenda

Estudios Fitogu'micos Concernientes al Aislamiento de

Saponinas TriterpZnicas en Especies de EEEEEE

Estudios Fitoqu’micos de Diversos Metabolitos Secundarios en

Especies de EEEEEEEEE EEEEEEEEE..

Estudios Fitogu'micos Concernientes al Aislamiento de

Saponinas Esteroidales en Especies deCestrumEEEEEEE

Estudios Fitoqu’micos de Diversos Metabolitos Secundarios en

Especies de CestrumEEEEEEEEEEEEEEEEEEE

Desplazamientos Qu’'micos () en el RMN-'H (C;D;N, 600 MHz)
del c¢cido 3 -O-("-D-glucopiranosil) -28-O-"-D-glucopiranosil -

serjfnico (1)EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE.

Desplazamientos Qu’'micos ( ) en el RMN-C (G,D;N, 150 MHz)
del c¢cido 3 -O-("-D-glucopiranosil) -28-O-"-D-glucopiranosil -

serjfnico (1)EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE.

Desplazamientos Qu’micos ( ) en el RMN-'H (C;D;N, 600 MHz)
del ¢cido 3 -O-["-D-glucopiranosil (1 # 2)-"-D-gluco-piranosil] 28 -

O-"-D-glucopiranosil -serjtnico (2)EEEEEEEEEEEEE..

Desplazamientos Qu’'micos (!) en el RMN-C (C,D;N, 100 MHz)
del ¢cido 3 -O-["-D-glucopiranosil (1 # 2)-"-D-glucopiranosil] 28 -

O-"-D-glucopiranosil -serjtnico (2)EEEEEEEEEEEEE..

Desplazamientos Qu’micos (!) en el RMN-'H (C;D;N, 600 MHz)
del ¢cido 3 -O-[" -D-galactopiranosil (1# 3)-"-D-glucopiranosil], 28 -

O-"-D-glucopiranosil -serjtnico (3)EEEEEEEEEEEEE

Desplazamientos Qu’'micos (!) en el RMN-C (C,D;N, 100 MHz)
de la Genina del c¢cido 3 -O-["-D-galactopiranosil (1# 3)-"-D-

glucopiranosil], 28 -O-" -D-glucopiranosil -serjtnico (3)EEEEE.

Desplazamientos Qu’micos (!) en el RMN-'H (C;D;N, 600 MHz)
del c¢cido 3 -O-[-"-D-glucopiranosil (1# 3)-"-D-galactopiranosil
(1# 3)-"-bp-gluco-piranosil], 28 -O-"-D-glucopiranosil -serjtnico (4)

EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE
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7A-1

4C

5A

5B

5C

6A

6B

6C

TA

7B

7C

7B-1

8A

8B

8C

Desplazamientos Qu’'micos (!) en el RMN-'H (C;D;N, 150 MHz)
del c¢cido 3 -O-[-"-D-glucopiranosil (1# 3)-"-D-galactopiranosil
(1# 3)-"-Dp-glucopirano -sil], 28-0O-"-D-glucopiranosil -serjtnico (4)

EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE

Bandas de Absorci—n Significaivas en el Espectro Infrarrojo

(KBr), del ¢cido SpergulagZnico (5)EEEEEEEEEEEEE
Desplazamientos Qu’micos (!) en el RMN-'H (MeOD, 400 MHz)

del ¢cido SpergulagZnico (5)EEEEEEEEEEEEEEE
Desplazamientos Qu'micos (!) en el RMN-*C (MeOD, 100 MHz)

del ¢cido SpergulagZnico (5)EEEEEEEEEEEEEEE

Bandas de Absorci—n Significativas en el Espectro Infrarrojo

(KBr), del ¢cido Epiacetilaleurit—lico (6)EEEEEEEEEEE
Desplazamientos Qu'micos (!) en el RMN-'H (CDCl,, 400 MHz)

del ¢cido Epiace tilaleurit—lico (6)EEEEEEEEEEEEE..
Desplazamientos Qu’'micos (!) en el RMN-**C (CDCl,, 100 MHz)

del ¢cido Epiacetilaleurit—lico (6)EEEEEEEEEEEEE..

Bandas de Absorci—n Significativas en el Espectro Infrarrojo

(KBr), del Americanol A (7)EEEEEE EEEEEEEEEE.
Desplazamientos Qu’'micos (!) en el RMN-'H [CO(CD,),, 400

MHz] del Americanol A (7)EEEEEEEEEEEEEEEE..
Desplazamientos Qu’'micos (!) en el RMN-**C [CO(CD;),, 100

MHz] del Americanol A (7)EEEEEEEEEEEEEEEE..
Desplazamientos Qu’'micos (!) en el RMN-'H (CDCl,, 400 MHz)

del 3,4,9,9GTetraacetil -americanol A (7a)EEEEEEEEEE.
Desplazamientos Qu’micos (!) en el RMN-**C (CDCl,, 100 MHz)

del 3,4,9,9GTetraacetil -americanol A (7a)EEEEEEEEEE.

Bandas de Absorci—n Sigificativas en el Espectro Infrarrojo

(KBr), del 3,3Gbis-desmetilpinoresinol (8)EEEEEEEEEE.
Desplazamientos Qu’'micos (!) en el RMN-'H (CO(CD,),, 400

MHz) del 3,3Gbis-desmetilpinoresinol (8)EEEEEEEEEE.
Desplazamientos Qu’'micos (!) en el RMN-**C (CO(CD,),, 100

MHz) del 3,3Gbis-desmetilpinoresinol (8)EEEEEEEEEE.
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8B-1

8C-1

9A

9B

10A

10C

10D

11A

11B

12B

12C

12D

13B

Desplazamientos Qu'micos (!) en el RMN-'H (CDCl,, 400 MHz)

Bandas de Absorci—n Significativas en el Espectro Infrarrojo
(KBr), del ¢cido 3 -O-(#-D-2-acetoxiglucopiranosil) 28-O-#-D-gluco-

piranosil -serjfnico (10)EEEEEEEEEEEEEEEEEEE

Desplazamientos Qu’micos (!) en el RMN-'H (MeOD, 400 MHz)
del c¢cido  3-O-(#-D-2-acetoxiglucopiranosil) 28 -O-#-D-gluco-

piranosil -serjtnico (11)EEEEEEEEEEEEEEEEEEE..

Desplazamientos Qu’micos (!) en el RMN-C (MeOD, 100 MHz)
del c¢cido  3-O-(#-D-2-acetoxiglucopiranosil) 28 -O-#-D-gluco-

piranosil -serjtnico (11)EEEEEEEEEEEEEEEEEEE..

Desplazamientos Qu’micos (!) en el RMN-'H (MeOD, 400 MHz)
del c¢cido 3-O-[-$-L-rhamno-piranosil (1% 2)-#-D-glucopiranosil
(1% 2)-#-D-glucopiranosil], 28 -O-#-D-glucopirano -sil-serjtnico

Desplazamientos Qu'micos (!) en el RMN-*C (MeOD, 100 MHz)
del c¢cido 3-O-[-$-L-rhamno-piranosil (1% 2)-#-D-glucopiranosil
(1% 2)-#-D-glucopiranosil], 28 -O-#-D-glucopirano -sil-serjtnico

(KBr), de la Icosandrina A (12)EEEEEEEEEEEEEEE..
Desplazamientos Qu'micos (!) en el RMN-'H (CDCl,, 400 MHz)

de la Icosandrina A (12)EEEEEEEEEEEEEEEEEE.
Desplazamientos Qu’micos (!) en el RMN-*C (CDCl,, 100 MHz)

Desplazamientos Qu’'micos (!) en el RMN-C (C,DN, 150 MHz)
de la Mezcla de ¢cido Urs—lico (13) y Olean—lico(13a)EEE..
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18B-1

18C-1

14B

14C

15B

15C

16B

16C

17B

17C

18B

18C

20B

Desplazamientos Qu’micos (!) en el RMN-'H (C,D;N, 600 MHz)
de la Pennogenina 3-O-["-L-rhamnopiranosil (1 # 2)-"-L-
rhamnopiranosil (1 # 4)]-$-D-glucopiran—sido(14) EEEEEE.

Desplazamientos Qu'micos (!) en el RMN-C (C,DgN, 150 MHz)
de la Pennogenina 3-O-["-L-rhamnopiranosil (1 # 2)-"-L-
rhamnopiranosil (1 # 4)]-$-D-glucopiran—sido(14) EEEEEE.

Desplazamientos Qu’micos (!) en el RMN-'H (C,D;N, 600 MHz)
del $-chacotriosil -(25R, 26R)-3$,17" ,26-trihidr—xi-5-espirosteno

(15)EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE

Desplazamientos Qu'micos (!) en el RMN-C (C,DgN, 150 MHz)
del $-chacotriosil -(25R, 26R)-3$,17" ,26-trihidr—xi-5-espirosteno

(15)EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE
Desplazamientos Qu’micos (!) en el RMN-'H (C,D;N, 600 MHz)

de la Metil -protodioscina (16)EEEEEEEEEEEEEEE.
Desplazamientos Qu'micos (!) en el RMN-C (C,DgN, 150 MHz)

de la Metil -protodioscina (16)EEEEEEEEEEEEEEE.

Desplazamientos Qu’micos (!) en el RMN-'H (C,D;N, 600 MHz)
del $-chacotriosil (22, 25 R)-3%, 17", 22, 26-tetarhidr—xi-5-

furosten-26-O-$%glucopiran—sido(17)EEEEEEEEEEE..

Desplazamientos Qu'micos (!) en el RMN-C (C,DgN, 150 MHz)
del $-chacotriosil (22, 25 R)-3%, 17", 22, 26-tetarhidr—xi-5-

furosten-26-0O-$%glucopiran—sido(17)EEEEEEEEEEE...
Desplazamientos Qu’micos (!) en el RMN-'H (C,D;N, 600 MHz)

de la Protodioscina (18)EEEEEEEEEEEEEEEEEE
Desplazamientos Qu’micos (!) en el RMN-'H (C,D;N, 600 MHz)

del Metil -proto-Pb (19)EEEEEEEEEEEEEEEEEE.
Desplazamientos Qu'micos (!) en el RMN-C (C,DgN, 150 MHz)

de la Protodioscina (18)EEEEEEEE EEEEEEEEEE
Desplazamientos Qu'micos (!) en el RMN-C (C,DgN, 150 MHz)

del Metil -proto-Pb (19)EEEEEEEEEEEEEEEEEE.

Desplazamientos Qu’micos (!) en el RMN-'H (C,D;N, 600 MHz)
del 3-O-(2,4,4-tri -" -L-rhamnopiranosil -$-D-glucopiranosil) (25R) -
3%, 22,  26-tri -hidr—xi-5-furosten-26-0O-$-D-glucopiran—sido

(20)EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE
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20C

21B

21C

22B

22C

23B

23C

NO

Desplazamientos Qu'micos (!) en el RMN-C (C,DgN, 150 MHz)
del 3-0O-(2,4,4-tri -" -L-rhamnopiranosil -#-D-glucopiranosil) (25R) -
3#, 22, 26-tri -hidr—xi-5-furosten-26-O-#-D-glucopiran—sido

(20)EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE

Desplazamientos Qu'micos (!) en el RMN-'H (DMSO-d,, 600
MHz) del ccido 28 -O-{#-D-4-O-acetilfucopiranosil [(1 $ 2)-" -L-
rhamnopiranosil] (1% 3)-#-D-xilopiranosil} -3-O-#-D-glucorono-

piranosil -zhanico (21)EEEEEEEEEEE EEEEEEE..

Desplazamientos Qu'micos (!) en el RMN-*C (DMSO-d,, 150
MHz) del c¢cido 28 -O-{#-D-4-O-acetilfucopiranosil [(1 $ 2)-" -L-
rhamnopiranosil] (1% 3)-#-D-xilopiranosil} -3-O-#-D-glucorono -

piranosil -zhanico (21)EEEEEEEEEEEEEEEEEE...

Desplazamientos Qu’micos (!) en el RMN-'H (C,D;N, 600 MHz)
del ccido 28-O-{ #-D-4-O-acetilfucopiranosil  [(1 $ 2)-#-D-
glucoronopiranosil] (1 $ 3)-#-D-xilopiranosil} -3-O-" -L-rhamno-

piranosil -zanhico (22)EEEEEEEEEEEEEEEEEE...

Desplazamientos Qu'micos (!) en el RMN-C (C,DiN, 150 MHz)
del ccido 28-O-{ #-D-4-O-acetilfucopiranosil  [(1 $ 2)-#-D-
glucoronopiranosil] (1 $ 3)-#-D-xilopiranosil} -3-O-" -L-rhamno-

piranosil -zanhico (22)EEEEEEEEEEEEEEEEEE..

Desplazamientos Qu'micos (!) en el RMN-'H (C,DsN,600 MHZz)
del ccido  28-O-{#-D-4-O-acetil-fucopiranosil [(1 $ 2)-#-D-
glucoronopiranosil] (1$ 3)-#-D-xilopiranosil (1 $ 2)-#-D-
glucopiranosil} -3-O-" -L-rhamnopiranosil -zanhico (23)EEEE.

Desplazamientos Qu’micos (!) en el RMN-2C (C,DsN,150 MHz)
del c¢cido 28 -O-{#-D-4-O-acetil-fucopiranosil [(1 $ 2)-#-D-
glucoronopiranosil] (1 $ 3)-#-D-xilopiranosil (1 $ 2)-#-D-
glucopiranosil} -3-O-" -L-rhamnopiranosil -zanhico (23)EEEE.

&\DICE DE ESQUEMAS

Leyenda

Procedimiento General Empleado en el Aislamiento, Separaci—n
y Purificaci—n de las Saponinas de Phytolacca rugosa, Cestrum

ruizteranianum 'y Ganophyllum giganteum EEEEEEEEE...
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Il Procedimiento General Empleado en el Aislamiento, Separac i—n
y Purificaci—n de Metabolitos Secundarios de los frutos de

Phytolacca icosandraEEEEEEEEEEEEEEEEEEE.. E41

Il Aislamiento y Purificaci—n de Saponinas TriterpZnicas de los

Frutos de Phytolacca rugosaBraun & BouchZEEEEEEEEE E47

IV Aislamiento y Pu rificaci—n de Metabolitos Secundarios de los

Frutos de Phytolacca icosandra LEEEEEEEEEEEEEE. E87

V  Aislamiento y Purificaci—n de Saponinas Esteroidales de los

Frutos de Cestrum ruizteranianum Benitez & DOArcyEEEEE.. E160

VI  Aislamiento y Purificaci—n de Saponinas Esteroidales de la
Corteza de Ganophyllum giganteum (A. Chev) HaumanEEEE. E221

&\DICE DE CUADROS

N° Leyenda Ptgina
I Productos Aislados de los Frutos de Phytolacca rugosa,
Phytolacca icosandra, Cestrum ruizteranianum y
Ganophyllu m giganteumEEEEEEEEEEEEEEEEEE E42 -5
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