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RESUMEN

La planta Tradescantia spathacea, conocida frecuentemente como maguey morado, es
utilizada en la medicina tradicional mexicana, las hojas secas o soasadas se emplean para
el tratamiento de diversas enfermedades (cancer, tétanos, etc.) o como agente cicatrizante,
antiséptico y antimicrobiano. A partir del extracto metandlico de las hojas de la planta, se
aislaron 11 metabolitos secundarios; cinco esteroides (B-sitosterol, B-sitostenona,
gramisterol, peréxido de ergosterol y daucosterol), tres terpenos (E-fitol, B-caroteno y
escualeno), dos fenilpropanoides (ferulato de eicosilo y ferulato de docosilo) y un derivado
de la butirolactona (bracteandlido A), a excepcién de la butirolactona, esta es la primera vez

gue se reportan estos metabolitos en las hojas de la especie.
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ABSTRACT

Tradescantia spathacea plant is known as purple maguey, it is used in traditional Mexican
medicine, the dried leaves or slightly roasted are used to treat various diseases or as a
wound healing, antiseptic and antimicrobial agent. From the methanolic extract of the leaves,
11 secondary metabolites were isolated; five steroids (p-sitosterol, [B-sitostenone,
gramisterol, ergosterol peroxide and daucosterol), three terpenes (E-phytol, B-carotene and
squalene), two phenylpropanoids (eicosyl ferulate and docosyl ferulate) and a derivative of
butyrolactone (bracteanolide A). All compounds, except butyrolactone, are reported in the

leaves of the species for the first time.
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. INTRODUCCION

México posee una flora medicinal muy extensa, es considerado un pais megadiverso debido
a su variedad biolégica y a su ubicacién geogréfica, se localiza en la zona neartica y
neotropical, lo cual favorece la existencia de diferentes ecosistemas y por ende el desarrollo
de muchas especies.! La medicina tradicional surge con el conocimiento de las propiedades
curativas de los productos naturales (plantas, hongos, animales, etc.) utilizados por las
comunidades autoctonas como remedios medicinales y que se ha transmitido por

generaciones para curar sus enfermedades.

La medicina tradicional ha sido fundamental en el tratamiento de diversas patologias
principalmente en los paises en vias de desarrollo. Actualmente mas de 100 millones de
europeos la utilizan; una quinta parte de ellos recurre regularmente a ella, y una proporcion
similar prefiere atencion sanitaria que la incluya. EI nimero de usuarios de la medicina
tradicional es mucho mayor en Africa, Asia, Australia y América del Norte.2 Este hecho
puede ser considerado una buena evidencia de su eficacia, y por tanto, la informacion
proporcionada por la medicina tradicional acerca de las propiedades terapéuticas de las
plantas ha tomado un papel significativo, particularmente, en la busqueda e investigacion
de especies empleadas en el tratamiento y prevencion de enfermedades favoreciendo a
innumerables investigaciones cientificas, tanto nacionales como internacionales, con la

finalidad de buscar compuestos bioactivos de plantas.

La especie Tradescantia spathacea es una planta endémica del sureste mexicano, también
llamada “maguey morado”, empleada en la medicina tradicional para prevenir o tratar
problemas de tipo infeccioso, cancer, gangrena, varices, lavar heridas, tos, entre otros.
Algunas sustancias quimicas detectadas en la planta como: flavonoides, antocianinas,
saponinas, carotenoides, ceras, terpenoides, compuestos cumarinicos y esteroides.® En
este trabajo se efectud el estudio del extracto metandlico asistido por ultrasonido de las
hojas de T. spathacea, del cual se derivaron fracciones solubles con disolventes de diferente
polaridad con el objetivo de simplificar la complejidad del extracto para efectuar el

aislamiento y purificacion de los metabolitos secundarios.
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. MARCO TEORICO

Las plantas son fuentes de un gran numero de productos de importancia comercial que se
emplean en la industria quimica como; la farmacéutica, alimenticia, cosmética y como

fuentes de numerosas sustancias de interés agrogquimico.*

Las plantas han generado diversas estrategias de defensa contra condiciones de estrés
biético y abidtico. Para defenderse del dafio ocasionado por insectos o microrganismos
patdgenos, las plantas sintetizan enzimas que degradan la pared celular de microrganismos
0 que tienen la capacidad de inactivar los metabolitos toxicos de origen microbiano. La pared
celular vegetal cambia tanto en su composicién como en la estructura, formando una barrera
mas rigida y menos digerible para insectos. Estas respuestas de defensa a su vez se
combinan con el desarrollo de estructuras contra sus depredadores, tales como las espinas,
las espigas, los tricomas y los pelos glandulares. Otra estrategia generada por las plantas
como parte de la proteccion quimica debido al estrés, es la produccién de metabolitos
secundarios (MS) con actividad antimicrobiana o antioxidante. Los MS son compuestos de
bajo peso molecular que no sélo presentan una gran importancia ecoldgica debido a su
participacion en los procesos de adaptacion de las plantas a su ambiente como, el
establecimiento de la simbiosis con otros organismos, en la atraccion de insectos
polinizadores y dispersores de las semillas y frutos, sino que también, se generan como una
respuesta al ser expuestas a condiciones adversas como, a) el consumo por herbivoros
(artrépodos y vertebrados), b) el ataque por microorganismos (virus, bacterias y hongos), c)
la competencia por el espacio de suelo, la luz y los nutrientes entre las diferentes especies

de plantas y d) la exposicion a la luz solar u otros tipos de estrés abiético.®
2.1 Caracteristicas generales de los metabolitos secundarios

Se conocen aproximadamente 20,000 estructuras de metabolitos secundarios (MS) que por
su composicion quimica son clasificados en dos grupos principales: nitrogenados y no
nitrogenados. Los MS que contienen nitrégeno incluyen a los alcaloides, aminoacidos no
proteicos, aminas, glucésidos cianogénicos y glucosinolatos. Los MS no nitrogenados se
dividen en terpenoides, poliacetilenos, policétidos y fenilpropanoides. La amplia variedad

estructural dentro de un mismo grupo de MS es ocasionada por modificaciones quimicas a
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una estructura basica, originadas por reacciones quimicas como: la hidroxilacion,

metilacion, epoxidacion, malonilacién, esterificacion y la glucosilacion.®
2.2 Familia Commelinaceae

La familia Commelinaceae se compone de 650 especies, pertenece a una de las 5 familias
del orden Commelinales de monocotiledéneas que crecen como maleza en muchos
lugares.” Se cree gque se originaron en los trépicos del viejo mundo, a pesar de ello ahora
estan ampliamente distribuidas a lo largo de los sub-trépicos y tropicos de ambos
hemisferios, junto con algunas especies que sobreviven incluso en climas mas templados.
Debido a sus hojas vistosas azuladas o violaceas y/o flores, estas plantas suelen ser
cultivadas para fines ornamentales, pero también se sabe que se utilizan etnobotanicamente
para el tratamiento de muchas enfermedades como las infecciones micoticas,
enfermedades venéreas, heridas, trastornos gastrointestinales y cancer, lo que podria estar
relacionado con sus propiedades antibacterianas y antioxidantes. Las plantas de esta familia
son una rica fuente de compuestos bioactivos renovables, ya que son generalmente siempre
verdes, perennes, resistentes y prolificos. Al igual que otras familias de plantas que
acumulan silicio, como las Gramineae (arroz/trigo) y Cucurbitaceae (calabaza), las
Commelinaceae, son menos propensas a las alteraciones del crecimiento, desarrollo y
reproduccion que las plantas con acumulacién de silicio. Diversas especies de
Commelinaceae son consideradas maleza debido a su rapido crecimiento, resistencia y
capacidad de raiz en los nodos. También son resistentes a la mayoria de los herbicidas, y
capaces de regenerarse rapidamente. Estos rasgos las convierten en un recurso ideal

renovable y abundante para la obtencién de compuestos bioactivos.®
2.3 Tradescantia spathacea

La especie Tradescantia spathacea, cuyos sindbnimos taxonémicos aceptados son Rhoeo
spathacea, Rhoeo discolor, entre otros, también es conocida cominmente como "maguey
morado”, es un miembro de la familia Commelinaceae.® Esta planta se encuentra
comunmente a lo largo de los tropicos del Golfo de México, el Caribe y las costas de América
Central.!® En las culturas regionales las hojas de la planta se consumen en infusiones o

como un tratamiento directo sobre la piel, también han sido empleadas para tratar la rinitis
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alérgica, micosis superficial, tlceras, como agente antiinflamatorio y dermatoldgico y su uso

mas importante es en el tratamiento del cancer.!

2.3.1 Clasificacion botéanica

A continuacién, se describe la clasificacién botanica de T. spathacea.*?

Reino: Plantae
Subreino:Fanerdbgamas
Subdivisién: Angiospermophytina
Clase: Monocotiledonea
Subclase: Commelinidae

Orden: Commelinales

Familia: Commelinaceae

Género: Tradescantia

Especie: spathacea

Descripcién botanica: Es una hierba perenne con tallo corto y fuerte, casi oculto por las
bases de las hojas que se solapan. Forma aglomeraciones por ramas de raiz carnosa. Las
hojas se extienden erguidas y se solapan estrechamente en patron de espiral. Posee
cuchillas ampliamente lineales, de punta afilada, cerosas, rigidas, algo carnudas, de 15-30
cm de largo y 2.5-8 cm de ancho. Las superficies superiores son de color verde oscuro o
verde con rayas amarillo palido. Las superficies inferiores son usualmente puarpuras. Las
flores son pequenas de color blanco y se agrupan dentro de una bractea plegada (en forma
de barco) de 3-4 cm de largo, localizadas en las axilas de las hojas, presentan tres pétalos
y seis estambres con tallos peludos. Produce una fruta con una capsula que contiene dos
semillas, en racimos dentro de la bractea.

2.3.2 Uso tradicional

Son diversas las aplicaciones medicinales que esta planta tiene en diferentes estados de la

Republica Mexicana (Tabla 1).
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Tabla 1. Usos del maguey morado en la medicina tradicional mexicana.

Estado Finalidad Modo de empleo ‘
Se lava la zona afectada con el
Chiapas®® | Curacion de llagas y heridas. Coccion de las hojas | liquido obtenido durante tres
veces al dia o hasta que sane.
Se espolvorean en el area
Tratamiento del cancer. Trituracion de las | dafiada. Ademas se hace un té
hojas secas con las hojas y se toma
Pueblald diariamente en ayunas una taza.
Disenteria. No se especifica No se especifica.
Con el liquido se lavan las partes
afectadas, al igual que las
Desinfectante, desinflamatorio y | Coccion de las hojas | heridas; o se exprimen las hojas
contra el tétanos. o las hojas soasadas | soasadas sobre estas zonas y
luego se espolvorea sal en
donde se ha aplicado el jugo.
Se aplican en la cabeza las hojas
Cefalea. Hojas soasadas untadas con vaporub, y se
amarran con un trapo.
Tosy el asma. Hojas soasadas S(_a beb_e eJ Jugo de las hojas con
miel o limén.
Tabasco™® Infecciones, dolores intestinales,
dolor de rifiobn o para aliviar la | Hojas soasadas o : .
) L ) - . Se bebe el jugo de las hojas.
inflamacion interna causada por | infusién de las hojas
golpes.
A la infusibn se le agrega
Gripe. Infusién de las hojas | cebollin  (Allium hermettii) vy
hierbabuena.
Se administra durante un mes
D . junto con manzanilla
olor de espasmo y tétanos en las fusi6n de las hoi Malvavi rbor romer
mujeres recién paridas. Infusion de las hojas | (Malvaviscus arboreus), ro ero,
alucema, nuez moscada y miel
del monte.
Antiinflamatorio, para tratar el
Veracruz®? ﬁancer, la gangrena y para lavar No se especifica No se especifica.
eridas.
Yucatan®® | Antiséptico. No se especifica No se especifica.
Curacion de llagas y heridas,
antiséptico; desinfectante,

Campechel desinflamf;\torio, tétanos, para Coccién de las hojas En, cocim_ientq corr_lbirjado con
tratar el cancer, la gangrenay para orégano, jengibre, limén y miel,
lavar heridas; limpieza del vientre se bebe el agua
en mujeres recién paridas.

Curacion de llagas y heridas Se exprime el jugo de las hojas
Oaxaca* (cicatrizante), antiséptico y | Hojas soasadas

desinflamatorio.

sobre la zona afectada.

*Datos obtenidos en Tuxtepec, Oaxaca.
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[ll.  ANTECEDENTES
3.1 Estudio fitoquimico de Tradescantia spathacea
Las interesantes propiedades medicinales que se le atribuyen a T. spathacea han propiciado

el estudio fitoquimico y farmacolégico de los extractos obtenidos de las hojas de esta planta.

En el estudio del extracto de AcOEt del tallo de T. spathacea en 2002; se aislaron y
elucidaron 3 metabolitos. Dos esteroides; B-sitosterol (1), estigmasterol (2) y un derivado de
la butirolactona; 4-(2’,4’-dihidroxifenil)-5-hidroxifuran-2(5H)-ona (3; Figura 1).12

HO

HO OH
HO

Figura 1. Compuestos aislados de los tallos de T. spathacea.

En 2003, se evaluaron las propiedades antioxidantes, antigenotoxicas y antimutagénicas
del extracto etandlico de las hojas de T. spathacea obtenido por maceracion. La capacidad
antioxidante se evalu6é mediante el ensayo de DPPH frente a tres antioxidantes comerciales
(quercetina, acido ascorbico y a-tocoferol), el extracto mostréo menos efecto de eliminacion
de radicales que la quercetina, pero es similar al a-tocoferol y mas que el acido ascérbico,
esto es debido a que se conoce que T. spathacea contiene carotenos, polifenoles de tipo

flavonoide y compuestos cumarinicos.!

A partir del estudio de un extracto acuoso obtenido por decoccion de las hojas de la planta
en 2008, el extracto exhibié un efecto protector contra el cancer de higado de rata,
empleando el modelo de hepatocitos resistentes, para prevenir una induccion completa de
lesiones preneoplasicas hepaticas provocadas por un tratamiento carcinogénico.'® En ése
mismo afio, se estudiaron los extractos obtenidos mediante extraccidn sucesiva por
maceracion con disolventes de diferente polaridad; éter de petréleo, benceno, CHCIz, MeOH
y H20. A partir de un perfil fitoquimico preliminar, los extractos revelaron la presencia de

taninos, compuestos fendlicos, alcaloides, flavonoides, esteroides, saponinas, glucosidos
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cardiacos y terpenoides. Ademas, se evalud la actividad antimicrobiana de los extractos
frente a tres bacterias Gram positivas (Staphylococcus aureus, Staphylococcus citrus y
Bacillus subtilis) y cinco bacterias Gram negativas (Salmonella typhi, Pseudomonas
aeruginosa, Klebsiella pneumonia, Serratia sp., Proteus vulgaris) utilizando el método de
Kyrbi-Bauer, mostrando buenos resultados en los halos de inhibicion en todas las cepas

probadas.®®

En 2011, en el estudio de cuatro extractos obtenidos mediante diferentes técnicas de
extraccion (presurizacién, destilacion, fermentacion aerdbica, fermentacion anaerébica) se
evalu6 la actividad antifungica in vitro de los extractos frente al hongo del cacao
Moniliophthora roreri empleando un bioensayo al 50% (v/v) mediante el método de medio
de cultivo envenenado. Los resultados indicaron que los extractos obtenidos mediante
destilacion y presurizacion inhibieron el crecimiento del patégeno en un 100 y 83.7%

respectivamente.®

A partir del estudio de los extractos acuosos y de MeOH de las hojas de la planta obtenidos
mediante decoccidon e infusion en 2013, se evaluaron las actividades antioxidantes y
antibacterianas de los extractos para establecer su viabilidad como una bebida. El contenido
de antioxidantes de los extractos se evaluo a través de la determinacion de fenoles totales
y flavonoides totales. Las actividades antioxidantes se midieron mediante la eliminacién de
radicales DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidracilo), la potencia reductora férrica y la actividad
guelante de iones ferrosos. Los extractos obtenidos por decoccion e infusion mostraron
actividad antibacteriana contra seis especies de bacterias Gram positivo y cuatro especies
de bacterias Gram negativas, en el que hubo una notable inhibicion frente a Staphylococcus
aureus resistente a la meticilina y Neisseria gonorrhoeae. Un total de cuatro diferentes
compuestos fendlicos conocidos fueron identificados por HPLC-MS (Figura 2), tres de los
cuales no se habian descrito para esta planta como son la rutina también llamada rutésido
(4), epigalocatequina (5) y peltatésido (6). Ademds, se corroboré la presencia de la
rhoeonina (7), ésta Ultima es una antocianina que es la responsable del color morado

presente en las hojas de las plantas.t’


http://www.scielo.org.pe/pdf/hm/v15n1/a08v15n1.pdf
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Figura 2. Estructuras de los metabolitos identificados.

En 2014, se obtuvieron tres extractos a partir de las hojas de la planta, empleando un equipo
Soxhlet mediante extracciones sucesivas con disolventes de diferente polaridad (hexano,
AcOEt y MeOH); se evalué la expresion aberrante de los extractos contra la proteina B-
catenina en la linea celular de adenocarcinoma de mama humano (MCF-7). Las actividades
citotoxicas se ensayaron con el procedimiento colorimétrico de MTT. Los extractos
mostraron casi un 50% de inhibicién en la linea celular MCF-7.18 Por otra parte, en el mismo
afo; se determino la estabilidad del color purpura-rojo del extracto de las hojas de la planta
obtenido con acetona (70%) y acido férmico (1%) en un rango de pH de 1 a 11.5,
almacenado en condiciones refrigeradas y a temperatura ambiente, en presencia y ausencia
de luz durante un periodo de 60 dias. La estabilidad del color se monitore6 empleando un
modelo de alimento sdlido (jalea) y un modelo de alimento liquido (agua de cebada) durante
un mes. Se descubrié que el color era notablemente estable a un pH acido y completamente
estable en los modelos alimenticios. La antocianina primaria en las hojas de R. spathacea
fue aislada e identificada por RMN como rhoeonina (7). Ademas se evaluo la toxicidad del
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extracto administrandolo por via oral en ratas, los resultados obtenidos lo ubican en la Clase

5 (practicamente no toxica) de acuerdo a la escala de Hodge y Sterner.®

En el estudio del extracto MeOH de las hojas de la planta obtenido mediante decoccién y
su fraccionamiento con disolventes de diferente polaridad (CH2Clz2, AcOEt y n-BuOH) en
2015. Se reunieron las fracciones de AcOEt y n-BuOH de las cuales se lograron aislar 16
compuestos (Figura 3); nueve compuestos fendlicos: acido protocatéquico (8), 1-(3',4'-
dihidroxifenil)-2-hidroxietanona (9), hidroxitirosol (10), oresbiusina A (11), acido (S)-2-
hidroxi-3-(4'-hidroxifenil)propanoico (12), acido (R)-2-hidroxi-3-(4'-hidroxifenil)propanoico
(13), latifolicinina C (14), latifolicinina B (15) y latifolicinina A (16), tres derivados de
butirolactona; (2R,3R)-2,3-dihidroxi-2-metilbutirolactona (17), 4-(3',4'-dihidroxifenil)furan-
2(5H)-ona, (18) y bracteandlido A (19); un flavonoide; kaempferol (22), un glucdsido;
(6S,9R)-roseodsido (23) y dos compuestos nuevos; tradescantdsido (20) y (+)-tradescantina

(21).20
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Figura 3. Estructuras de los 16 compuestos aislados de T. spathacea.
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A partir de las hojas de la planta en 2015, se estudiaron diez extractos; tres diferentes
extractos acuosos (mediante decoccion y maceracion) y siete obtenidos mediante
maceracion con disolventes organicos (MeOH, EtOH, AcOEt, acetona, éter de petréleo,
CHCI3 y hexano). Se evalud la actividad antimicrobiana in vitro de los extractos ricos en
fenoles frente a microorganismos midiendo su susceptibilidad a través del ensayo de
difusion en agar y citometria de flujo. Se emplearon bacterias Gram positivas (Listeria inocua
y Streptococcus mutans), Gram negativas (Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa) y
un hongo patégeno (Candida albicans). Se probaron los diez extractos en ocho diferentes
dosis contra todos los microorganismos. Tanto el ensayo de difusiébn en agar como los
resultados de citometria de flujo demostraron que Pseudomonas aeruginosa fue la menos
afectada por la exposicion a los extractos, sin embargo, a dosis bajas de estos extractos
(predominantemente polares), en un rango de 1 a 4 pg/mL, se produjo un efecto
bacteriostatico y bactericida estadisticamente significativo sobre el resto de los

microorganismos.?!

En 2016, en el estudio de diez extractos a partir de las hojas de la planta; tres diferentes
extractos acuosos (mediante decoccidbn y maceracion) y siete obtenidos mediante
maceracion con disolventes organicos (MeOH, EtOH, AcOEt, acetona, éter de petréleo,
CHCIz y hexano), se evaluo el efecto citotoxico especifico de los extractos frente a lineas
celulares de cancer humano; HT-29 (cancer de colon), Hep-G2 (cancer de higado) y PC-3
(cancer de prostata), asi como una linea celular de control NIH3T3 (fibroblastos), utilizando
el ensayo colorimétrico de MTT. Los extractos que mostraron los mejores resultados fueron
los extraidos con los disolventes méas polares (H20, MeOH y EtOH). Ademas, los estudios
revelaron que las concentraciones bajas de estos extractos bioactivos en crudo (10 pg/mL)
y sus fracciones (50 ug/mL) fueron eficaces como citoquinas citotdxicas especificas contra
el cancer, ya que causaban una inhibicion significativa de la proliferacion en las lineas
celulares de cancer; hasta un 94.2% en HT-29, 92.9% en Hep-G2 y 61.8% en el PC-3 por
induccién de apoptosis, con poco dafio a la linea celular de control con una induccion no
mayor a 28.3%. Mediante HPLC y MS se pudo corroborar la presencia de la rhoeonina (7)
y otra antocianina conocida como monodecaffeoilzebrinina (24) reportada para Tradescantia

zebrina® y Tradescantia virginiana??, del mismo modo se pudieron identificar en el

10
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cromatograma la presencia de los acidos; ferulico (25), vanilico (26), vanilico glicosilado

(27), clorogénico (28) y p-cumarinico (29; Figura 4).%3
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Figura 4. Estructura de los compuestos identificados mediante HPLC.

En 2017, se evaluo el efecto antiviral in vitro del extracto de MeOH de las hojas de la planta
frente al virus de influenza A (H1IN1). El extracto se separé a través de una placa preparativa
obteniendo seis fracciones, de las cuales la fraccion MF1 presento la mejor actividad in vitro
contra del virus HIN1 (CCso= 0.90 = 0.01 pg/mL; ICso= 0.30 £ 0.02 pg/mL). Ademas, por
medio de un estudio fitoquimico preliminar se detecto la presencia de cumarinas, saponinas
y taninos. Mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion, acoplada a espectrometria
de masas con ionizacion por electrospray (HPLC-ESI-MS) se identificaron cinco flavonoides
de la primera fraccion: rutina (4), kaempferol (22), 7-glucésido de Iluteolina (30),
isoquercetina (31), quercetina (32), los cuales pueden ser los compuestos responsables de
la actividad antiviral (Figura 5).24 Por otra parte, en el mismo afio; a partir de dos extractos
acuosos obtenidos por maceracion y combinados con bajas concentraciones de sorbato de

potasio, se evalud la actividad antibacteriana frente a Listeria monocytogenesis en queso

11
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panela, obteniendo resultados significativos con un posible uso potencial como conservador

natural y nutracéutico.?®

30 31 32

Figura 5. Compuestos identificados de la fraccion MF1.

3.2 Estudio fitoquimico del género Tradescantia

3.2.1 Tradescantia zebrina

En 1987, se aislaron de las hojas de la planta dos antocianinas que fueron identificadas por
HPLC como monodecaffeoilzebrinina (24) y zebrinina (33) a partir de un extracto metandlico
acidificado con HCI al 1% (Figura 6).°

En 1992, se aislaron tres compuestos (1, 34 y 35) producidos por esta especie (Figura 6) y
se evalud la actividad antineoplasica que posee cada uno expresado en porcentaje de
inhibicién del crecimiento tumoral; 91% para B-sitosterol (1), 98% para 3B, 5a, 6B-
trihidroxiestigmastano (34) y 43% para acido succinico (35), con una relaciéon de 100 mg,
100 mg y 160 mg por kg de peso del raton, respectivamente. Dicha actividad se determind

a través de una prueba en células de ascitis sarcoma-180 en ratones.?®

En el estudio de Tradescantia zebrina (tambien conocida como Zebrina pendula) en 1996,
se aisl6 y elucid6 a la ecdisona (36), que en algunos animales elimina la arritmia inducida

por la aconitina (Figura 6).2’

12
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Figura 6. Compuestos aislados de Tradescantia zebrina.

3.2.2 Tradescantia albiflora

En 2016, se estudié un extracto metandlico obtenido por maceracion, el cual se fracciond
con disolventes de diferente polaridad mediante extracciones liquido-liquido (Hexano,
AcOEt y n-BuOH). De la fraccidon de AcOEt se aislaron e identificaron mediante ESI-MS y
RMN 12 compuestos; 3-(3,4-dihidroxifenil)butendlido (18), bractendlido A (19), 1H-indol-3-
carbaldehido (37), 2-fenilacetamida (38), tirosol (39), p-hidroxibenzaldehido (40), acido p-
hidroxibenzoico (41), acido protocatequinico (42), 3,5-dihidroxibenzoato de metilo (43),
hidroxitirosol (44), 2-hidroxi-3,4-dihidroziacetofenona (45) y bracteandlido B (46; Figura 7).
Ademas, se evaluo la actividad inhibitoria de la enzima xantina oxidasa (enzima asociada a
desérdenes metabdlicos como hiperuricemia y gota) de los compuestos aislados mostrando

buenos resultados.?8
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Figura 7. Compuestos aislados de Tradescantia albiflora.
3.2.3 Tradescantia virginiana
En el estudio del extracto obtenido mediante maceracion con CHzCOOH al 5% de las flores

trabajo en 2010, se aislaron y elucidaron dos antocianinas: monodecaffeoilzebrinina (24) y

virginianina (47; Figura 8).22

Figura 8. Estructura de la antocianina virginianina.

3.2.4 Tradescantia pallida

En 1987, a partir un extracto metandlico con HCI (1%) de las hojas de la planta de
Tradescantia pallida (conocida como Setcreasea purpurea) se aislo y elucido la antocianina

llamada setcreasina (48; Figura 9).°
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Figura 9. Estructura de la antocianina setcreasina.
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IV.  JUSTIFICACION

La planta T. spathacea se emplea en la medicina tradicional de nuestro pais y presenta
estudios quimicos y farmacoldgicos que corroboran su uso medicinal. Sin embargo, el
andlisis quimico de la planta es incipiente, por lo que su investigacién permitira el
aislamiento y caracterizacion de metabolitos secundarios con estructuras nuevas o

conocidas que contribuyan al conocimiento quimico de esta especie.

Hasta la fecha existen cinco articulos especializados acerca del estudio quimico de las hojas
de T. spathacea, de los cuales solo en uno se ha efectuado el aislamiento y elucidacion de
metabolitos secundarios. La mayoria de las actividades biol6gicas descritas para esta planta
han sido a partir de extractos polares, es por ello que se optd por emplear un extracto
metanolico en este trabajo. Ademas, se utilizd una extraccion asistida por ultrasonido con la
finalidad de agilizar tiempos de obtencion, minimizar la cantidad de disolvente y mejorar la
extraccion de los metabolitos a partir del material vegetal.
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V. HIPOTESIS

El estudio quimico del extracto metandlico de las hojas de T. spathacea conducira a la
caracterizacion de metabolitos secundarios con estructuras novedosas o compuestos

conocidos gque no han sido descritos para esta especie con anterioridad.
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VI. OBJETIVOS

6.1 Objetivo general

Efectuar la caracterizacion estructural de los metabolitos presentes en el extracto metandlico

de las hojas de Tradescantia spathacea.

6.2 Objetivos especificos

1. Realizar un perfil fitoquimico preliminar a los extractos obtenidos por biparticion.
2. Purificar mediante técnicas cromatograficas los compuestos presentes en el extracto

metanalico.
3. Efectuar la elucidacion estructural de los compuestos aislados mediante FTIR, RMN

y espectrometria de masas.
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VI. METODOLOGIA

La metodologia de trabajo que se llevé acabo para el andlisis del extracto alcohdlico de las
hojas de Tradescantia spathacea se divide en tres secciones: la obtencion del extracto crudo
metanolico del cual se obtienen por biparticion cinco fracciones solubles. A cada una de las
fracciones se le efectud una purificacion mediante cromatografia en columna hasta la
obtencién de compuestos puros para asi elucidarlos con las diferentes técnicas

espectroscopicas (Figura 10):

Material Extraccion

veagetal seco -' asistida por -
ultrasonido

Extracto

MeOH

)
6 8 & ¢

Hexano CHZCI2 AcOEt n-BuOH

\

1

- ,% (°olﬂ-—

RMN

Elucidacion ]
FTIR

1

Purificacion

Figura 10. Metodologia de trabajo.

7.1 Recoleccion de la planta

La recoleccion del material vegetal se realizé el 19 de agosto de 2017, en la localidad del
Papaloapan, Oaxaca (coordenadas: 18° 9’ 33” N, 96° 5’ 41” W). Se reviso que la planta no
tuviera alguna enfermedad o plaga. Se separaron las hojas del resto del material vegetal y
Se enjuagaron con agua para remover la tierra, de las cuales se colect6 7.12 kg de material

vegetal fresco.
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7.2 Depdsito en el herbario

De la recoleccion se seleccionaron ejemplares completos de la planta (hojas, tallos y flores).
Estos se colocaron entre papel periédico y se recubrieron con carton, posteriormente se
prenso firmemente entre dos tablas de madera para mantener un mejor contacto del

ejemplar con el periodico.

7.3 Tratamiento del material vegetal

A las hojas se les realiz6 un secado en sombra a temperatura ambiente y en un horno
Blinder a 40°C, con el fin de evitar la posible modificacion de los metabolitos presentes en
la planta. Posteriormente, las hojas secas se trituraron en una licuadora industrial comercial

Waring y se pesaron en una bascula Tecnocor obteniendo un peso final de 610 g.

7.4 Obtencidn del extracto alcohdlico asistida por ultrasonido

A partir 610 g de las hojas secas y trituradas, se realizo la extraccion con MeOH (4 L)
en un bafio de ultrasonido marca Branson 1510r-mth durante 20 min (x3) en 2 ciclos de
10 min para evitar el sobrecalentamiento del material vegetal, el sobrenadante se filtré a
través de algoddn y el disolvente se eliminé en un rotavapor Blichi R-300 a presion reducida,

obteniendo 52.99 g de extracto con un rendimiento de 8.68%.

7.4.1 Extracciones liquido-liquido con disolventes de diferentes polaridades

Al extracto crudo metandlico libre de disolvente (52.99 g) se le realizaron extracciones
liquido-liquido sucesivas con disolventes de diferente polaridad; hexano, CH2Clz, AcOEt y
n-BuOH (Figura 11). El extracto crudo se suspendio en 150 mL de Hz0, a la fase acuosa se
le realizd la extraccién liquido-liquido con 200 mL de cada disolvente organico (x3). Las
fases organicas de cada disolvente se evaporaron en un rotavapor a presion reducida. De
la fraccién hexanica se obtuvieron 17.834 g con un rendimiento de 33.652%; de la fraccion
de CH2Cl2 0.469 g con un rendimiento de 0.886%; de la fraccion de AcOEt 0.414 g con un
rendimiento de 0.781%; de la fraccion de n-BuOH 5.457 g con un rendimiento de 10.297%;
por ultimo, la fraccién acuosa residual se llevé a sequedad y se obtuvo 28.821 g con un
rendimiento de 54.384%.
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Extracto Acucso= 28.821g
Rendimiento= 54 .384%

Ll
Extracto Butanol= 5457 g
¢ Rendimiento= 10.297%

~.= Exiracto AcOEt=0.414 g
Rendimiento= 0.781%

g Extracto CH,Cl,=0.469¢g
Rendimiento= 0.886%

Exiracto Hexano= 17.834 g
Rendimiento= 33.652%

]

Figura 11. Extracciones liquido-liquido del extracto crudo de MeOH.

7.5 Perfil fitoquimico preliminar

Se realizé6 un andlisis fitoquimico preliminar cualitativo para detectar la presencia de

metabolitos

secundarios

alcaloides, flavonoides, esteroides, triterpenos,

carbohidratos, antraquinonas, proteinas, emodinas, glucésidos, taninos, saponinas y

cumarinas (Tabla 2).2°
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Tabla 2. Procedimiento de perfil fitoquimico preliminar para metabolitos secundarios.

Metabolitos

Terpenoides

Condiciones

2 mL del extracto se disuelven en 2 mL

(CHs3CO)20 y se afiaden de 2-3 gotas de
H2S0O4 (conc.).

Observacion

El color rojo oscuro indica la presencia de

terpenoides.

2 mL del extracto se disuelven en 2 mL de

La formacién de un anillo color rojizo

Esteroides o ) )
CHClz y se afiaden 2 mL de H2SOa4(conc.). | indica la presencia de esteroides.
2 mL de extracto se disuelven en 2 mL de » o
~ La formacion de un precipitado verde
Taninos Hz20 y se afiaden de 2-3 gotas de FeClsal | = i .
indica la presencia de taninos
5 %.
5 mL de extracto se le adicionan 20 mL de | La formacion de espuma indica la
Saponinas H20 destilada y se agitan durante 15 min. | presencia de saponinas.
B La observacibn de wuna coloracion
) 1 mL de extracto se le afiade 1 mL de _ o _
Flavonoides amarilla indica la presencia de
Pb(OAc)4 al 10 %. ]
flavonoides.

MAESTRIA EN CIENCIAS QUIMICAS k]

Carbohidratos

A 2 mL del extracto se le afiaden 10 mL
de H20, se le adicionan 2 gotas de a-
naftol etandlico al 20 % y se le afiaden 2
mL de H2SO4 conc.

La formacion del anillo de color violeta
rojizo indica presencia de carbohidratos.

1 mL de extracto se le aflade 1 mL de

La formacién de un precipitado blanco

Proteinas o ) )
H2S0O4 (conc.). indica la presencia de proteinas.
) 2 mL del extracto se afladen 3 mL de | La coloracion amarilla indica la presencia
Cumarinas )
NaOH al 10 %. de cumarinas.
Alcaloid 2 mL del extracto se le afiaden unas pocas | La formacion de un precipitado de color
caloides
gotas del reactivo de Hager. amarillo indica la presencia de alcaloides.
Emodi 2 mL del extracto se afladen 2 mL de | La coloracion rojo indica la presencia de
modinas

NHs+OH y 3 mL de benceno.

emodinas.

Antraguinonas

3 mL del extracto se afladen 3 mL de
benceno y 5 mL de NHsal 10 %.

La formacion de una capa con coloracion
rosa, rojo o violeta indica la presencia de

antraquinonas.

Glucosidos

2 mL de extracto se afiaden CHClzy 2 mL
de CH3COOH.

La coloracion de violeta, azul y verde

indica la presencia de glucésidos.
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7.6 Identificacion de los sistemas de la fase movil de los diferentes extractos
mediante cromatografia en capa fina

Se utilizaron placas precortadas provistas de fase estacionaria de gel de silice (SiO2) grado
60 de 0.2 mm de espesor ALUGRAM Xtra SIL G/UV2s4 de Macherey-Nagel. Para eleccion
de la fase movil, se puntearon los diferentes extractos y se sometieron a diferentes sistemas
de disolventes variando la polaridad con el fin de obtener una fase mévil apropiada que
permitiera predecir el comportamiento los metabolitos en una columna cromatografica para

su aislamiento y purificacion.

Para el revelado de las placas se utiliz6 una lampara de luz ultravioleta UVG-11 de onda
corta de 254 nm y de onda larga de 365 nm; una camara de I2; inmersion en H2SO4 al 50%
para posteriormente someterlas a una parrilla de calentamiento a 100°C durante 5-10
minutos; inmersion en acido p-toluensulfénico (TsOH) al 20% en EtOH para posteriormente
someterlas a una parrilla de calentamiento a 100°C durante 5-10 minutos y observar la placa

en UV a 365 nm para esteroides y FeClsz al 5% para compuestos fendlicos.

Para la determinacion del factor de retencion (Rf) de los metabolitos de cada extracto, se

utilizé la siguiente ecuacion:

distancia recorrida por el compuesto

£ distancia recorrida por el disolvente

7.7 Aislamiento y purificacion de los metabolitos mediante cromatografia en

columna

Se emple6 como fase estacionaria con gel de silice de 230-400 mallas MN Kieselgel 60 de
Macherey-Nagel y como fase movil se utilizaron los sistemas de disolventes obtenidos en
TLC para los diferentes extractos. Para la recoleccion de las fracciones de cada columna se

utilizaron matraces, tubos de ensaye vy viales.
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7.8 Elucidacion estructural de los metabolitos aislados en los diferentes
extractos

7.8.1 Espectrometria de Resonancia Magnética Nuclear

La seleccion de los disolventes deuterados se efectué de acuerdo a la solubilidad de los
metabolitos aislados. Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) se obtuvieron
con un equipo VARIAN 400MR, a 400 MHz para medir los desplazamientos de *H y a 100

MHz para los de 3C, la temperatura del probe fue de 25 °C.

Se colocaron de 4-20 mg de la muestra en un vial pequefio y se afladieron de 0.5-0.7 mL
del disolvente deuterado. La disolucion se transfirié a un tubo de RMN con ayuda de una
pipeta Pasteur, se comprobd el nivel de la muestra y cuando fue necesario se agregaron
gotas de disolvente para llevar la disolucion al nivel recomendado para el andlisis en el

equipo. Para la manipulacién de los FIDs se utiliz6 el software MestReNova version 9.0.1

Los disolventes deuterados empleados fueron CDClIsz (99.8% D), (CD3)2CO (299.9% D) y
DMSO-ds (99.9% D) marca Aldrich.

La ventana espectral para 'H fue de 6410.3 Hz con un nimero de 32 scans, un tiempo de
adquisicion de 2.556 s. Para *3C la ventana espectral fue de 25510.2 Hz con un niimero de

10000 scans, un tiempo de adquisicion de 1.285 s.

Las correlaciones 'H-'H se obtuvieron en experimentos gCOSY (f. y f2) con ventana
espectral de 2729.3 Hz, con un nimero de 16 de escanes, un tiempo de adquisicion de
0.150 s.

Las correlaciones 'H-13C se obtuvieron con experimentos de deteccion inversa gHSQC vy
gHMBC. Los experimentos de correlacion heteronuclear cuantica simple (HSQC) sensibles
a la fase se adquirieron con una ventana espectral de 17090.4 Hz para f1 y 2490.0 Hz para
f2, con un numero del6 scans, un tiempo de adquisicion de 0.150 s y una constante de
acoplamiento para 1J(C-H) de 146 Hz. Los experimentos de correlacion heteronuclear a
través de multiples enlaces (HMBC) se obtuvieron con una ventana espectral de 24125.5
Hz para f1 y 2530.4 Hz para f2 con un numero de 16 scans, un tiempo de adquisicion de

0.150 s y una constante de acoplamiento a larga distancia "J(C-H) de 8 Hz.

24



METODOLOGIA MAESTRIA EN CIENCIAS QUIMICAS k]

7.8.2 Espectrometria de Masas

Aproximadamente 1 mg de todos los compuestos aislados se disolvieron en 1 mL de
disolvente adecuado, posteriormente se centrifugaron a 1800 RFC a una temperatura de
4°C durante 20 min, se tomaron 100 pL de sobrenadante el cual se diluy6é en 900 pL de
disolvente adecuado 0.1% v/v de acido férmico o hidréxido de amonio y posteriormente se

introdujeron las muestras al sistema de espectrometria.

La determinacion de la masa molecular se realiz6 mediante inyeccion por infusion directa a

un espectrometro de masas SYNAPT G2-Si.

7.8.3 Espectroscopia de Infrarrojo

Se empled un espectrometro de infrarrojo con transformada de Fourier (FTIR) e
interferometro Dynascan Perkin Elmer Espectrum 100. El espectro se adquiri6 con un
numero de 4 scans con resolucién de 4 cmy una ventana espectral de 4000-400 cm™. Los
datos estan expresados en nimeros de onda (cm). Las muestras se disolvieron en CH2Clz
en un vial pequefio, la disolucion se transfirio al porta muestras del equipo hasta cubrir toda

la superficie.
7.8.4 Espectrofotometria de UV-Vis

Se realiz6 un barrido en un espectrofotometro UV-Vis PerkinElmer Lambda 2S 1600-00BB
de doble haz con software UV WINLAB con una ventana espectral de 350-700 nm. Para
medir la Amax del compuesto aislado la muestra se disolvié en hexano en un vial pequefio, la

disolucion se transfirido con ayuda de una pipeta Pasteur a una celda de vidrio.
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VII.  RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Perfil fitoquimico preliminar

El andlisis fitoquimico preliminar mostré la presencia de esteroides, flavonoides, terpenos y
cumarinas en los diferentes extractos (Tabla 3), en todas las pruebas se utiliz6 como blanco
H20 destilada y se emplearon estandares en algunos casos. En la fraccion de mayor
polaridad (n-BuOH) se detectd la presencia de esteroides, terpenos, flavonoides y
cumarinas, mientras que en el extracto de AcOEt solo se observaron flavonoides y
cumarinas. Por otro lado en la fraccion de CH2Cl: se detectd la presencia de esteroides,
cumarinas y flavonoides. Sin embargo, debido a la naturaleza de la fraccién hexénica, el

color intenso que presentaba no permitié distinguir el resultado de las pruebas.

Tabla 3. Resultados del perfil fitoquimico preliminar.

Metabolito Extractos positivos Estandar

Esteroides CHzClz (+++) y n-BuOH (+) Colesterol
Terpenos n-BuOH | e
Flavonoides CH2Cl> (+++), ACOEt (+) y n-BuOH (+) Quercetina
Cumarinas CHzClz (+++), n-BUOH (+++), ACOEL (+) y HO (+) | Derivado de
acido cinamico

(+++)= fuerte, (++)= medio y (+)= poca presencia. La clasificacion se basé en la observacion de la intensidad de
color

8.2 Aislamiento de metabolitos secundarios por CC de los extractos de
hexano, CH2Cl2y AcOEt

En el estudio quimico del extracto de hexano se aislaron 2 metabolitos (Figura 12);
escualeno (49) y B-caroteno (50). Las fracciones polares del extracto hexanico se reunieron
con el extracto de CH2Cl2 (EHD) ya que se observd por TLC que compartian similitud
cromatografica y se aislaron y elucidaron las estructuras de 6 metabolitos (Figura 12); B-
sitostenona (51), E-fitol (52), B-sitosterol (1), gramisterol (53), peréxido de ergosterol (54) y
un ferulato de eicosilo (55) y ferulato de docosilo (56). En el extracto de ACOEt se aislaron
y elucidaron 2 metabolitos (Figura 12); bracteandlido A (19) y el glucésido de B-sitosterol
(57).
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Figura 12. Metabolitos aislados de las hojas de T. spathacea.
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Purificacion y caracterizacion de escualeno (49)

Me-2 Me-6 Me-10
2\ 4 6\ 8 10\ 12 N X X

1 3 5 7 9 11

Las fracciones poco polares del extracto hexanico (629 mg) se purificaron mediante columna
flash empleando silica-gel como fase estacionaria y como fase movil un sistema de
Hexano/AcOEt (99.5:0.5), las fracciones 4-7 se reunieron y se obtuvo 15 mg del compuesto
como un liquido incoloro. En la cromatografia en capa fina se emple6 un sistema de elucion
Hexano/CHCI3 (9:1), se reveld la placa cromatografica con H2SO4 al 50% y se observo una

mancha con una coloracidon marrén con Rf=0.77.

En el espectro de RMN de 'H (CDCls), se observan 4 sefiales; con un §5.17-5.1 (m, 6H)
para los metinos (vinilicos), metilenos con 6 2.13-1.97 (m, 20H) y dos que pertenecen a los
metilos con §1.7 (s, 6H) y 1.62 (s, 18H). Los desplazamientos de H se corroboraron con

los datos descritos en la literatura.3°

En el espectro de 3C (CDCIs) se observan 15 sefiales para los carbonos pertenecientes a
la estructura; tres sefales para los carbonos cuaternarios con 6 135.3, 135.1 y 131.5; tres
son carbonos vinilicos con 6124.6, 124.5 y 124.5; cinco para los metilenos con ¢ 40, 39.9,
28.5, 27 y 26.9, y cuatro de metilos con 6 25.9, 17.9, 16.3 y 16.2. Estos desplazamientos

de carbono obtenidos corresponden con los descritos en la literatura (Tabla 4).3t

Tabla 4. Desplazamientos quimicos de **C del escualeno (49).

Posicion | #Cs | TC*s |
1 25.9 25.6
2 1315 131.0
Me 2 17.9 17.6
3 124.6 1255
4 27.0 26.8
5 39.9 39.7
6 135.1 134.7
Me 6 16.2 15.9
7 1245 124.3
8 26.9 26.7
9 40.0 39.8
10 135.3 134.9
Me 10 16.3 16.0
11 1245 124.3
12 28.5 28.3

*Datos de la literatura.*
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Con base en los datos espectroscopicos anteriores y a la comparacién con los datos

descritos en la literatura 3231 el compuesto 49 se asigné como escualeno.

El escualeno (49) pertenece a la familia de los terpenos, de acuerdo con las unidades
isoprénicas que posee, se sitla en la clasificacion de los triterpenos (Cso). Se encuentra
presente a altas concentraciones en el higado de tiburén, asi como en el aceite de olivo
virgen.®® Es un metabolito intermediario para el metabolismo del colesterol, dentro de las
actividades biologicas reportadas para este compuesto; en una prueba in vitro demostré una
capacidad como agente atrapador de especies reactivas de oxigeno y protege el ADN contra
el dafio oxidativo en células epiteliales mamarias humanas. Ademas, presenta una
capacidad quimiopreventiva contra el cancer de pulmén inducido gquimicamente.3?
Recientemente el compuesto presentd actividad anti-proliferativa frente a diversas lineas
celulares humanas como; cancer de prostata (DU145), carcinoma hepatocelular hepatico
(Hep G2), carcinoma oral de células escamosas (SCC9), adenocarcinoma de pulmoén
(H441), cancer gastrico humano (AGS), adenocarcinoma colorrectal (WiDr) y leucemia

(K562) empleando el ensayo XTT.3?

Se ha descrito la presencia de 49 en Rhizophora mucronata (Rhizophoraceae),?* Prunus
cerasus (Rosaceae),3®en varias especies del género Amarantus (Amaranthaceae),®® Ficus

mota (Moraceae),?’ entre otras.

Purificacion y caracterizacion de B-caroteno (50)

Comparando mediante TLC al extracto hexanico contra B-caroteno comercial, con un
sistema de elucién Hexano/AcOEt (9:1), se observé que la referencia coincidia con una de
las bandas del extracto con un Rf= 0.9. La banda y el compuesto de referencia se
observaban de color amarillo a luz visible y al revelar la placa con vapores de Iz, ambos

puntos se tornaron a una coloracion verde.
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Las fracciones poco polares del extracto hexanico (629 mg) se purificaron mediante columna
flash con un sistema de Hexano/AcOEt (99.5:0.5). De las fracciones 8-20 recolectadas, se
obtuvieron 12.8 mg de un compuesto de aspecto sélido de color naranja. Una vez purificado
el compuesto, se obtuvo el espectro de UV-Vis mostrando una A%¢X%"°= 450 nm que coincide

con los datos descritos en la literatura para el B-caroteno (Espectro 1).38
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Espectro 1. Espectro de UV-Vis del compuesto 50 en hexano.

El B-caroteno (50) pertenece a la familia de los terpenos, de acuerdo con las unidades
isoprénicas que posee, se sitla en la clasificacion de los tetraterpenos (Cao), ademas, es un
precursor de la vitamina A (retinol). Debido a que presenta un efecto en la supresion de la
sintesis del colesterol celular y el aumento de la actividad de los receptores de LDL de los
macrofagos, este carotenoide posee un efecto hipocolesterolémico.®® Especificamente,
presenta un comportamiento antioxidante de captura de radicales libres a ciertas presiones
parciales de oxigeno significativamente menores a 150 torr (la presion del oxigeno en el aire
normal) que se encuentran en la mayoria de los tejidos en condiciones fisiologicas. Sin
embargo, a mayores presiones de oxigeno, el compuesto pierde la actividad antioxidante y
presenta un efecto autocatalitico, pro-oxidante, particularmente a concentraciones

relativamente altas.*°
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Purificacion y caracterizacién de B-sitostenona (51)

El extracto EHD (2.1874 g) se purificO mediante cromatografia en columna por gravedad
empleando alumina neutra como fase estacionaria y como fase movil un sistema de
Hexano/AcOEt (95:5), las fracciones 32-37 se reunieron y se obtuvo 25.8 mg del compuesto
gue se observaba como un sélido verde. En TLC se emple6é un sistema de elucion
Hexano/AcOEt (9:1), el compuesto 51 se observo en UV a 254 nm, por otra parte, al revelar
la placa con TsOH y observarla en UV 365 nm se aprecia una banda fluorescente de color
naranja/amarillo con un Ri= 0.41 y con un sistema Hexano/AcOEt (8:2) un R= 0.58. En IR
se observan las bandas de absorcion para un carbonilo a,B-insaturado en 1674.5 cm*y

para el doble enlace en 1614.1 cm™.

En el espectro de 'H (CDCIs) se observaron las sefiales caracteristicas del compuesto 51,
con un 65.72 (s, 1H) que corresponde al proton vinilico de la posicion 4; 61.17 (s, 3H) y &
0.7 (s, 3H) son desplazamiento caracteristicos para metilos localizados en la posicion 19 y
18 de un esteroide (Tabla 5).

En el espectro de 13C (CDCls) se observaron las 29 sefiales de carbono, lo que concuerda
con el namero de carbonos del compuesto 51. De las cuales las mas caracteristicas son; &
199.7 que pertenece al C=0 de la posicion 3, los carbonos vinilicos §171.7 y 123.7 situados
en las posiciones 5 y 4, respectivamente (Tabla 5). Los desplazamientos quimicos de los

espectros obtenidos de *H y 13C, se compararon con los datos descritos en la literatura.*14?
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Tabla 5. Desplazamientos quimicos de la B-sitostenona (51).

| Posicion H 5 | IH *5 BCs  BC*s |
2.0 (1H, ddd, J=5.2, 5.1, 3.2 Hz)

1 1.7 (1H, my™ 35.6 | 35.7
2.39 (m)**

2 133 (m)™ 34.0 | 34.0

3 - 199.7 | 199.7

4 5.72 (1H, d, J= 1.7 Hz) 5.72 (1H, s) 123.7 | 123.7

5 - 171.7 | 171.8
2.37 (m)**

6 2.28 (m)™ 329 | 329
1.84 (m)**

7 1.0 (my* 32.0 | 32.0

8 1.52 (m)** 35.6 | 35.6

9 0.9 (m)** 53.7 | 53.8

10 - 38.6 | 38.6
1.50 (m)**

11 1.43 (m)™ 21.0 | 21.0

2.03 (1H, ddd, J=5.3, 2.9, 2.9 Hz)

12 1.15 (m)™ 39.6 | 39.6

13 - 423 | 424

14 1.0 (m)** 55.8 | 55.8
1.6 (m)**

15 1.12 (m)** 242 | 24.2
1.86 (m)**

16 128 (m)™ 28.2 | 282

17 1.10 (m)* 55.9 | 55.9

18 0.7 (3H, s) 0.71 (3H, s) 11.9 | 11.9

19 1.17 (3H, s) 1.18 (3H, s) 17.3 | 174

20 1.35 (m)** 36.1 | 36.1

21 0.91 (3H, d, J= 6.5 Hz) 0.92 (3H,d,J=6.5Hz) | 18.7 | 18.7
2.38 (m)**

22 1.33 (m)** 33.8 | 33.8

23 1.16 (m)** 26.0 | 26.0

24 0.92 (m)** 45.8 | 45.8

25 1.67 (m)** 29.1 | 29.1

26 0.83 (3H,d, J=7.1 Hz) 0.83(3H,d,J=6.5Hz) | 19.8 | 19.8

27 0.81 (3H, d, J= 6.9 Hz) 0.81(3H,d,J=6.8Hz) | 19.0 | 19.0

241 1.26 (m)** 23.0 | 23.0

247 0.86 (3H, t, J= 6.2 Hz) 0.85(3H,t,J=6.7Hz) | 11.9 | 11.9

*Datos de la literatura,**? **sefiales traslapadas.

Por otra parte, en el espectro de ESI-MS del compuesto 51 la masa obtenida en modo
positivo es de m/z 413.3796 [M+H]"y la masa calculada es de 413.3783 (Espectro 2), asi
mismo se corrobord la formula molecular esperada para el compuesto 51, que es de
C29H480. Por lo tanto, con base en estos datos el compuesto 51 corresponde a la estructura

del esteroide B-sitostenona.
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Espectro 2. ESI-MS del compuesto 51.

La B-sitostenona (51) exhibe un efecto hipoglucémico,*® antimicobacteriano (Mycobacterium
tuberculosis),* asi como una actividad anti-proliferativa frente a diversas lineas celulares
humanas como; cancer de prostata (DU145), carcinoma hepatocelular hepatico (Hep G2),
carcinoma oral de células escamosas (SCC9), adenocarcinoma de pulmén (H441), cancer

gastrico humano (AGS), adenocarcinoma colorrectal (WiDr) y leucemia (K562).33

Se ha descrito la presencia de 51 en Annona montana (Annonaceae),*® Cryptomeria
japonica (Cupressaceae),*® ademas, se encuentra presente en la familia Commelinaceae

en Amischotolype hispida.*’

Purificacion y caracterizacién del E-fitol (52)

El extracto EHD (2.1874 g) se purific6 mediante cromatografia en columna por gravedad
empleando alimina neutra como fase estacionaria y como fase movil un sistema de
Hexano/AcOEt (95:5). A partir de la fraccion 92 hasta la 140 se observo la presencia del
compuesto 52, de aspecto oleoso, del cual se obtuvo 31.3 mg. En TLC se empled un sistema
de elucion Hexano/AcOEt (8:2) y se revel6 con H2SO4 al 50% observandose una banda de

color rosa/vino con un Ri= 0.57.
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En el espectro de 'H (CDCls) se observaron las sefiales caracteristicas del compuesto 52
con un ¢5.41 (1H, m) perteneciente al proton vinilico en la posicion 2 y para el metileno de
la posicion 1 un ¢4.15 (2H, d) con una J= 6.9 Hz debido al acoplamiento con el H-2 (Tabla
6).

En el espectro de 13C (CDCIl3) se observaron las sefiales caracteristicas con un §140.4 y
123.0 para dos absorciones tipicas de carbonos vinilicos que corresponden con las
posiciones 3 y 2, respectivamente, con 6 59.4 se observé una sefal caracteristica del

carbono base de oxigeno de la posicion 1 (Tabla 6).

Tabla 6. Desplazamientos quimicos de *3C del E-fitol (52).

Posicion | H s | H *§ - BCcs | BCrs
1 4,15 (2H, d, J= 6.9 Hz) 4.15 (2H, d, J= 6.8 Hz) 59.4 | 59.4
2 5.41 (1H, ttq, J= 7.1, 1.4, 1.4 Hz) | 5.39 (1M, dt, J=7.0,1.3 Hz) | 123.0 | 123.1
3 : - 1404 | 140.2
4 1.99 (2H, t, J= 7.4 H2) 1.97 (2H, 1, J= 7.3 Hz) 39.9 | 399
5 251 | 251
6 36.7 | 367
7 326 | 327
8 373 | 374
9 245 | 245
10 374 | 374
11 328 | 328
12 373 | 37.3
13 248 | 248
14 39.4 | 394
15 1.52 (1H, hept, J= 6.3 Hz) 1.52 (1H, hept, J=6.6 Hz) | 28.0 28
- 0.86 (6H, d, J= 6.4 H2) 086 (6H,d, J=6.3H2) | oao 22
18 19.7 | 19.7
19 198 | 19.7
20 1.67 (3H, d, J= 1.3 Hz) 1.67(3 H, d, J= 1.3 Hz) 16.2 | 16.1

*Datos de la literatura.*84°

Por lo tanto, con base en los datos espectroscOpicos anteriores y a la comparacion con los

descritos en la literatura,*®4° el compuesto 52 se asigné como E-fitol.

El E-fitol (52) es un terpeno que contiene cuatro unidades isoprénicas por lo que se sitla en
la clasificacién de los diterpenos (C20). Es un compuesto muy comun debido a que es un
compuesto de degradacién de la clorofila, se ha demostrado que este metabolito y sus
derivados presentan diversas propiedades; antimicrobianas, antimutagénico,
antiteratégeno,  antidiabético,  antiespasmdédico,  anticonvulsivo,  antinociceptivo,

antioxidante, antiinflamatorio, ansiolitico, antidepresivo, inmunoadyuvante, disminuye

34



RESULTADOS Y DISCUSION MAESTRIA EN CIENCIAS QUIMICAS [eexke

lipidos en sangre, facilita el crecimiento del cabello, actia como defensa contra la caida del
cabello y presenta actividades anticaspa.>® Ademas, posee actividad citotdxica contra lineas
celulares cancerigenas humanas: adenocarcinoma de mama (MCF-7 y MDA-MB-231),
adenocarcinoma de préstata (PC-3), carcinoma epitelial de cuello uterino (HeLa), carcinoma

pulmonar (A-549) y melanoma amelanético cutaneo (Hs294T).5!

Purificacion y caracterizacion de B-sitosterol (1)

El extracto EHD (2.1874 g) se purific6 mediante cromatografia en columna por gravedad
empleando alumina neutra como fase estacionaria y como fase movil un sistema de
Hexano/AcOEt (95:5). A partir de la fraccidn 160 hasta la 252 se observo la presencia del
compuesto 1, el cual al dejar evaporar el disolvente cristalizé en forma de agujas finas e
incoloras obteniéndose 138 mg. En TLC se emple6 un sistema de elucion Hexano/AcOEt
(7:3), se utilizaron como reveladores UV (254 y 365 nm), H2SO4 al 50% y TsOH al 20% en
EtOH. El compuesto no se aprecié a ninguna de las dos longitudes de UV, sin embargo, al
revelar la placa con H2SO4 al 50% se observé una banda morada/vino, mientras que al
emplear el TsOH al 20% y observando la placa en UV a 365 nm se aprecié una banda
fluorescente naranja/amarillo con un Ri= 0.54. En IR se observaron los picos de absorcion
a 3365.4 cm* (OH); 2936.4 cm™ y 2869.9 cm™ (C-H); 16414.3 cm™? (C=C) y 1462.9 cm**
(CH>).

En el espectro de 'H (CDClIs) se observaron las sefiales caracteristicas del compuesto 1 con
0 5.35 (m, 1H) que pertenece al protén vinilico en la posicion 6; 6 3.53 (m, 1H) que
corresponde a un metino oxigenado en la posicion 3 y tres sefiales con 6 1.01 (s, 3H), 0.92
(d, 3H) y 0.68 (s, 3H) que son los metilos localizados en las posiciones 19, 21 y 18,
respectivamente (Tabla 7).
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En el espectro de *3C (CDCIs) se observaron las 29 sefiales de los carbonos que posee el
compuesto 1; las dos sefiales de los carbonos vinilicos §140.92 y 121.93 de las posiciones
5y 6, respectivamente, una sefal en 6 72 que es tipica para un carbono base de oxigeno

correspondiente al C-3 del esteroide (Tabla 7).

Tabla 7. Desplazamientos quimicos de 'H y *3C del B-sitosterol (1).

Posicion | Hs H 14 *5 | 13C 5 | C +5
1 374 | 37.2
2 31.8 | 31.7
3 3.53 (1H, dddd, J=10.3, 10.3, 4.7, 4.7 Hz) | 3.52 (tdd, 1H, J=4.5,4.2,3.8Hz) | 72 71.8
4 42.5 | 42.3
5 140.9 | 140.7
6 5.35 (1H, dt, J= 5.4, 1.9 Hz) 5.36 (1H, m) 121.9 | 121.7
7 32.1 | 31.7
8 32.1 | 31.9
9 50.3 | 50.2
10 36.7 | 36.5
11 213 | 211
12 40.0 | 39.8
13 42.5 | 42.3
14 56.9 | 56.8
15 245 | 244
16 28,5 | 28.3
17 56.2 | 56.1
18 0.68 (3H, s) 0.68 (3H, s) 122 | 119
19 1.01 (3H, ) 1.02 (3H, s) 20.0 | 19.8
20 36.3 | 36.5
21 0.92 (3H, d, J= 6.54 Hz) 0.93 (3H, d, J= 6.5 Hz) 19.0 | 18.8
22 341 | 34
23 26.2 | 26.1
24 46 | 45.9
25 29.3 | 28.9
26 19.6 | 19.8
27 19.2 | 18.8
241 234 | 231
242 121 | 12

*Datos de la literatura.** 52

A partir de la informacion obtenida de los espectros de 'H y 13C descritos anteriormente y al
compararlos con los datos descritos en la literatura (Tabla 7),524* se corroboré que la
estructura propuesta corresponde al 3-sitosterol (1).

Existen diversas propiedades descritas en la literatura del B-sitosterol donde se comprueba
la actividad angiogénica en extractos ricos con este compuesto, la prevenciéon del estrés
oxidativo inducido por la glucosa oxidasa y la peroxidacion lipidica y la reduccion de los

niveles de la glucosa debido a la administracion de 1 en ratas diabéticas inducidas por
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estreptozotocina. Ademas, aumenta el nivel de insulina, el efecto protector sobre el tejido
pancreatico con la mejora del antioxidante pancreatico y un efecto valioso en trastornos
neurodegenerativos como la enfermedad de Alzheimer.>* Por otra parte se ha descrito su
actividad anti-proliferativa frente a diversas lineas celulares humanas como; cancer de
préstata (DU145), carcinoma hepatocelular hepatico (Hep G2), carcinoma oral de células
escamosas (SCC9), adenocarcinoma de pulmén (H441), cancer gastrico humano (AGS),
adenocarcinoma colorrectal (WiDr) y leucemia (K562).32 Ademas se ha evaluado la
inhibicion de células cancerigenas de ascitis tipo-180 sarcoma de ratones, en la que el
esteroide 1 exhibi6é una tasa antitumoral de 91%.2%°

Purificacion y caracterizacién del gramisterol (53)

El extracto EHD (50.8 mg) se purificé mediante cromatografia en columna flash empleando
silica-gel como fase estacionaria y como fase movil; un sistema de Hexano/AcOEt (98:2).
Se recolectaron las fracciones 19-20 en las cuales se observo el compuesto, obteniendo 4.9
mg. En TLC se empled un sistema de elucion Hexano/AcOEt (8:2) y se revel6 mediante UV
(254 y 365 nm) con una solucién de TsOH al 20% en EtOH. El compuesto aislado no se
aprecié a ninguna de las dos longitudes de UV, sin embargo, al revelar la placa con TsOH
y observarla en UV-Vis se detect6 una mancha de color café/marrén y en UV a 365 nm esa

mancha se torno fluorescente de color amarillo/naranja con un Ri= 0.5.

En el espectro de *H (CDCIs) se observaron sefiales caracteristicas del compuesto 53 con
un 65.18 (dd, J= 6, 2.3 Hz, 1H) perteneciente al proton vinilico de la posicion 7, la J= 6 Hz
se debe al acoplamiento con H-6; ¢ 4.71 (s, 1H, a) y 4.65 (d, J= 1.65 Hz, 1H, b) que
comprenden a los protones del metileno en la posicion 241; $3.12 (m, 1H) que corresponde

a un metino en la posicion 3 y que concuerda a un esteroide con un grupo OH; 61.03 (d, J=
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6.82 Hz, 3H), 1.02 (d, J= 6.9 Hz, 3H), 0.98 (d, J= 6.31 Hz, 3H) y 0.95 (d, J= 6.5 Hz, 3H) que

corresponden a los metilos 26, 27, 28 y 21, respectivamente (Tabla 8).

En el espectro de '3C (CDCIs) se observaron las 29 sefiales de los carbonos que contiene
el compuesto 53; las sefiales con §157.04, 139.3 y 117.7 que son los carbonos vinilicos de
las posiciones 24, 8 y 7, respectivamente; 6 106.1 que correspondiente metileno en la
posicion 28 'y 6 76.39 que es un desplazamiento tipico para un carbono base de oxigeno en
la posicion 3 (Tabla 8).

Tabla 8. Desplazamientos quimicos de *H y 3C de gramisterol (53).

| Posicion | H s H *§  BC s BCs |

1.84 (m)** 372 | 371

1.80 (m)*
2 129 (e 312 | 311
3 3.12 (1H, ddd, J= 10.7, 10.4 y 4.4 Hz) 764 | 76.2
4 1.33 (m)™ 404 | 403
5 1.10 (m)™ 468 | 46.7

2.10 (m)™
6 60 (e 268 | 26.7
7 5.18 (1H, dd, J= 6, 2.3 Hz) 5.17 (1H, m) 1177 1175
8 : 139.3 | 139.1
9 1.62 ()~ 498 | 49.7
10 n 350 | 34.9
11 1.55 (m)* 216 214
12 1.35 (m)* 39.7 | 39.6
13 n 436 | 434
14 1.81(m)*™ 551 | 55.0

1.5 (m)*
15 156 (e 231 | 22.9
16 1.96 (m)™ 282 | 28.0
17 1.24 (m)= 562 | 56.1
18 0.53 (3H, s) 0.53 (3H, s) 121 | 11.9
19 0.82 (3H, s) 0.82 (3H, s) 143 | 141
20 1.46 (m)™ 364 | 362
21 0.95 (3H, d, J= 6.5 Hz) 0.95(3H, d, J= 6.5 Hz) | 19.0 | 18.7
22 1.54 (m)™ 348 | 347
23 1.90 (m)™ 31.2 | 31.0
24 : 1571 | 156.8
25 2.22 (m)™ 339 | 33.9
26 1.03 (3H, d, J= 6.8 Hz) 1.03(3H,d,J=7Hz) | 221 | 21.9
27 1.02 (3H, d, J= 6.9 Hz) 1.02 (3H, d, J= 65 Hz) | 22.2 | 22.0

. 4.65 (1H, d, J= 1.7 Hz) 4.65 (1H, d, J= 1 H)

24 4.71(1H, s) 471 (1H, ) 106.1 | 106.0
28 0.98 (3H, d, J= 6.3 Hz) 0.98 (3H,d, J=6 Hz) | 154 | 152

*Datos de la literatura,>***sefiales traslapadas.

A partir de la informacién obtenida de los espectros de 'H y *3C descritos anteriormente se

compararon con los datos descritos en la literatura (Tabla 8),°° corroborando asi la
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estructura propuesta. El gramisterol (53) presenta un efecto anti-proliferativo frente a una

linea celular de leucemia en ratén (WEHI-3).%

Purificacion y caracterizacidon del peroxido de ergosterol (54)

Se purificO mediante cromatografia en columna flash empleando silica-gel como fase
estacionaria y como fase movil; un sistema de Hexano/AcOEt (7:3). Se recolectaron las
fracciones 3-5 en las cuales se observé el compuesto, obteniendo 9.8 mg. En TLC se
empled un sistema de elucién Hexano/AcOEt (6:4) y se revel6 mediante UV (254 y 365 nm)
con una solucion de TsOH al 20% en EtOH. El compuesto aislado no se aprecio a ninguna
de las dos longitudes de UV, sin embargo, al revelar la placa con TsOH y observandola en
UV a 365 nm se aprecié una banda fluorescente de color amarillo/naranja con un Rf= 0.41.

En el espectro de *H (CDCIs) se observaron las sefiales caracteristicas de un esteroide con
un §6.51 (d, 1H, J= 8.5 Hz), 6.25 (d, 1H, J= 8.5 Hz), 5.23 (dd, 1H, J= 15.2, 8.1 Hz) y 5.15
(dd, 1H , J= 15.2, 7.5 Hz) correspondientes a los protones vinilicos de las posiciones 7, 6,
23 y 22, respectivamente, la constante de acoplamiento (J= 8.5 Hz) entre H-6 y H-7 es
particular para protones vinilicos en cis mientras que la J= 15.2 Hz entre H-22 y H-23 es
para protones en trans, ademas se observé el acoplamiento (J= 8.1 Hz) de H-23 con el H-
24, asi como el acoplamiento (J= 7.5 Hz) del H-22 con H-21; el §3.98 (m, 1H) corresponde
al metino con un grupo OH en la posicion 3y los §0.89 (3H, s) y 0.82 (3H,s) que son tipicas

de los metilos 19 y 18, respectivamente (Tabla 9).

En el espectro 3C (CDCIz) se observaron 28 carbonos pertenecientes al compuesto 54 con
0135.4y 130.7 asignadas a los carbonos vinilicos de las posiciones 6 y 7, respectivamente;
en 682.2, 79.4 y 66.4 se apreciaron dos sefiales tipicas para carbono base de oxigeno que

corresponden a los carbonos 5, 8 y 3, respectivamente (Tabla 9).

39



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 9. Desplazamientos quimicos de H y 13C del peroxido de ergosterol (54).

Posicion Hs H*§ BCcs BC*s
1.95 (m)*=
L 1.7 (1H, ddd, J= 8.6, 5.2, 2.8 Hz) 34.7 | 347
1.84 (m)=
2 Lo (ms 301 | 30.1
3 | 3.98 (1H, dddd, J= 10.4,10.4, 4.7, 4.7 Hz) 3.93 (1H, m) 66.4 | 66.5
1.76 (1H, dd, J= 8.5, 3.9 H)
4 2% 28.7 | 286
5 ) 822 | 82.1
6 6.25 (1H, d, J= 8.5 H2) 6.20 (1H, d, J=8.40 Hz) | 135.4 | 135.4
7 6.51 (1H, d, J= 8.5 H2) 6.46 (1H, d, J=8.40 Hz) | 130.7 | 130.7
8 : 79.4 | 79.4
9 1.58 (m)™ 516 | 518
10 : 36.9 | 37
1.60 (m)™
11 50 (e 20.9 | 20.9
1.97 (m)™
12 128 (e 39.3 | 39.3
13 ; 445 | 446
14 1.50 (m)™ 51.0 | 517
1.52 (m)=
15 g (e 23.4 | 234
1.84 (m)™
16 136 (e 20.7 | 297
17 1.24 (m)= 56.1 | 56.2
18 0.82 (3H,5) 0.77 (3H, 5) 129 | 129
19 0.89 (3H, ) 0.84 (3H, 5) 182 | 182
20 2.03 (m)* 390.7 | 39.7
21 1.01 (3H, d, J= 6.5 Hz) 0.95(3H,d, J= 6.4 Hz) | 19.6 | 19.6
22 5.15 (LH, dd, J= 15.2, 7.5 H2) 5.08 (1H, m) 135.2 | 135.2
23 5.23 (1H, dd, J= 15.2, 8.1 H) 5.12 (1H, m) 132.3 | 132.3
24 1.86 (m)™ 427 | 428
25 1.48 (m)™ 330 | 33.1
26 0.82 (3H, d, J= 6.7 Hz) 0.77 (3H,d, J=6.8 Hz) | 19.9 | 20
27 0.90 (3H, d, J= 6.1 Hz). 0.79 (3H, d, J= 6.4 Hz) | 20.6 | 20.6
24 0.92 (3H, d, J= 6.9 Hz ) 0.86 (3H,d, J= 6.8 Hz) | 17.6 | 17.5

*Datos de la literatura,®”*® **sefiales traslapadas.

MAESTRIA EN CIENCIAS QUIMICAS [eexke

En el espectro de ESI-MS del compuesto 54, la masa obtenida en modo positivo es de m/z

451.3184 [M+Na]* y la masa calculada para la formula molecular C2sH4403Na es de

451.3183. (Espectro 3), dado que la férmula del compuesto es Ca2sH4403, se confirmo la

estructura propuesta por RMN.
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1: TOF MS ES+

100- 395.3310 175¢6
377.3199
= 375.3046
396.3348
I
378.3241 4152119 429.3647437.1940
4513184
360.3242 1
397.3422 429 336
349.1989 3933154 ! 4531681
4113279 _415.2151 438.1976
361.3273 3917999 -
1552897 J . \ ‘ | l f |453.3301 467.2946 ! 4a73s3s !
olltersedimel Lo bierpeceebdbctcser e Ll son L somamsrl M M bt M s L2 s 55677 2200 a0 ot
350 360 370 380 390 400 210 420 430 440 450 460 470 430 490 500

Espectro 3. ESI-MS del compuesto 54.

A partir de la informacién obtenida de los espectros de *H, 13C y ESI-MS se compararon con
los datos descritos en la literatura (Tabla 9; Espectro 3).5:°8 Con base en estos datos, el

compuesto 54 corresponde a la estructura propuesta del esteroide peréxido de ergosterol.

El peréxido de ergosterol (54) ha demostrado que atenta el crecimiento de células
cancerigenas prostaticas (LNCaP y DU145) desencadenando un proceso apoptético,® y
ademas, muestra inhibicion de la peroxidacion lipidica y una actividad antioxidante mayor

gue a-tocoferol y tiourea.®®

Se ha descrito la presencia de 54 en Erigeron annuus (Asteraceae),’! Ajuga remota
(Lamiaceae),®? Melilotus messanensis (Fabaceae),®® ademas, se encuentra presente en la

familia Commelinaceae en Amischotolype hispida.*’

Purificacion y caracterizacion de los ferulatos de eicosilo (55) y docosilo (56)
o

H3C0 NN OW

HO
55 n=17
56 n=19

El extracto EHD (15 mg) se purific6 mediante cromatografia en columna flash empleando

silica-gel como fase estacionaria y como fase movil un sistema de Hexano/AcOEt (9:1). Se

41



RESULTADOS Y DISCUSION MAESTRIA EN CIENCIAS QUIMICAS [exke

recolectaron las fracciones 5-6 en las cuales se observo el compuesto obteniéndose 4.7 mg.
En TLC se empleé un sistema de elucibn Hexano/AcOEt (9:1) y se utilizaron como
reveladores UV (254 y 365 nm) y una solucion de FeCls al 5% en H20. El compuesto aislado
se observé en ambas longitudes de onda; en UV a 365 nm se apreci6 la fluorescencia del
mismo en un color azul, al revelar la placa con FeClz se observdO una banda verde

oscuro/negro con un Rs= 0.5.

En el espectro de 'H (CDCIs) se observaron las sefiales caracteristicas de un sistema
aromatico trisustituido con un 67.03 (1H, d, J= 2 Hz, H-2), 6.91 (1H, d, J=8 Hz, H-5) y 7.07
(1H, dd, J= 8, 2 Hz, H-6); protones vinilicos con 6 7.60 (1H, d, J= 15.9 Hz, H-7) y 6.29 (1H,
d, J= 15.9 Hz, H-8) que de acuerdo con la constante de acoplamiento éstos se encuentran
en configuracion trans. Ademas, la sefal con 6 3.92 (3H, s, OCHzs) corresponde a un
metoxilo localizado en la posicion 3, y los protones de un metileno base de oxigeno con &
4.18 (2H, t, J= 6.7 Hz, H-1"). Los desplazamientos de *H se compararon con los descritos

en la literatura (Tabla 10).54

En el espectro de 13C (CDCIs) se observé una sefial caracteristica de un carbonilo de éster
en 6167.4 (C-9); 6 sefiales pertenecientes a los carbonos aromaticos con un 6127.0 (C-1),
109.2 (C-2), 146.7 (C-3), 147.8 (C-4), 114.6 (C-5) y 123.0 (C-6); 2 carbonos vinilicos con un
0144.6 (C-7) y 115.6 (C-8); una seiial tipica para carbonos base de oxigeno en 6§64.6 y la

sefial 6 14.1 perteneciente a un metilo terminal de la cadena alquilica del éster (Tabla 10).

En el experimento de gHMBC se observaron las correlaciones de H-7 (6 7.60, J%), H-8 (&
6.29, J%) y H-1" (5 4.18, J3) con el carbonilo del éster en C-9; H-2 (5 7.03) correlaciona con
dos carbonos del sistema aromatico C-4 (carbono de hidroxilo, J%) y C-6 (J°), ademas
correlaciona con C-7 (J%) que es uno de los carbonos vinilicos; H-5 (56.91) correlaciona con
dos carbonos aromaticos C-1 (J%) y C-3 (J°); H-6 (o 7.07) correlaciona con dos carbonos
aromaticos C-2 (J°) y C-4 (J%), y con C-7 (J°) que pertenece a uno de los carbonos vinilicos;
H-7 (6 7.60) correlaciona con dos carbonos aromaticos C-2 (J%) y C-6 (J%) y con C-8 (J°) que
es el otro carbono vinilico; H-8 (6 6.2.9) correlaciona con el carbono C-1 (J3); H-1' (5 4.18)

correlaciona con C-2’ (J%); H-2’ (51.68) correlaciona C-1’ (J%) y el OCH3(53.92) correlaciona
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con el carbono al que estéa unido, corroborando que se encuentra localizado en C-3 (J3,Tabla
10, Espectro 4, 5y 6).

Tabla 10. Desplazamientos quimicos de *H y '3C del alquil ferulato (55).

‘ 1H *5 13C5 H gHMBC
1 - - 127.0
2 7.03 (1H, d, J= 2 Hz) 7.03 (1H) 109.2 | 4,6,7
3 - - 146.7
4 - - 147.8
5 6.91 (1H, d, J= 8 Hz) 6.92 (1H, d, J= 8.5 Hz) 114.6 1,3
6 7.07 (1H, dd, J= 8, 2 HZ) 7.07 (1H, dd, J= 1.0, 8.5 H2) 123.0 2,7,4
7 7.60 (1H, d, J= 15.9 H2) 7.61 (1H, d, J= 16.0 Hz) 144.6 2,6,8,9
8 6.29 (1H, d, J= 15.9 H2) 6.29 (1H, d, J= 15.5 H2) 115.6 1,9
9 - - 167.4
1’ 4.18 (2H, t, J= 6.7 Hz) 4.19 (2H, t, J= 7.0 Hz) 64.6 9,2
OH 5.86 (1H, s) 5.87 (1H)
OCHs 3.92 (3H, s) 3.93 (3H) 55.9 3
2 1.68 (2H, m) 1.70 (2H, m) 28.7 1
(CH2CH,CH)n
CH2CHs 14.1
*Datos de la literatura.®®
H-2 H-5
105
c2_ S — | 110
— =115
120
C-6 = _—> [ 1o
C-1— — 7
E 130 i:/
135
140
C-'IC3—- S—7 k145
-3 C——— S—
c-47 =150
=155

T T T T T T T
7.15 7.10 7.05 7.00 6.95 6.90 6.85
f2 (ppm)

Espectro 4. Correlaciones de gHMBC de protones aromaticos de 55 y 56.
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a)
H-7
C-2 — _—— L110
C-85
120
C-6 — e R ]
~130
140
150
~160
C-9- _
170
T T T T T T T T T T T
7.75 7.70 7.65 7.60 7.55 7.50
f2 (ppm)
H-1
o —_— — L30
Co—
k40
t50
] 60
70
t8o0
t90
k100
— 110
—
k120
3 F130
k140
C-35 k150
F160
C-9 170
T T T T T T T T T
4.22 4.21 4.20 4.19 4.18 4.17 4.16 4.15 4.14
f2 (ppm)

Espectro 5. Correlaciones de gHMBC de protones: a) vinilicos y b) proton alifatico 1’y 2’ de 55 y 56.

f1 (ppm)

H-8
+125
C-1_ = L
130
135
L 140
~ — 145
€
g = i
e 150
z
155
160
165
C-9- b
+=170
+175
T T T T T T T
6.45 6.40 6.35 6.30 6.25 6.20 6.15
f2 (ppm)
w .
40
45
+50
+55
—
+60
C-1'— e +65
70
75
T T T T T T T T T T T T T T T T
1.85 1.80 175 170 1.65 1.60 1.55 1.50
f2 (ppm)

f1 (ppm)

f1 (ppm)
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OCH;

I S

F144
L 145
I 146

147

f1 (ppm)

C-4 148

149

150

T T T T T T T
4.05 4.00 395 390 3.85 3.80 3.75
2 (ppm)

Espectro 6. Correlaciones de gHMBC del metoxilo del compuesto 55 y 56.

Al comparar los datos obtenidos con los descritos en la literatura (Tabla 11), se observo que
en RMN de *3C habia asignaciones erroneas. Estos errores se pueden corroborar a partir
del experimento de gHSQC, al asignar los protones directamente unidos a los carbonos 2,
5 6 y 8, los desplazamientos encontrados son 109.2, 114.6, 123.0 y 115.6 ppm,
respectivamente (Espectro 7), los cuales no corresponden con los reportes de Kawanishi et
al., en 1990% y Liu et al., en 2010.%° La asignacion correcta de C-3 y C-4 se muestra en la

siguiente tabla.

Tabla 11. Comparacion de los desplazamientos de '3C obtenidos vy los descritos en la literatura de 55 y 56.

13C *§
HPaP- 1 13, L. -_- |
FOSIEIOT H o SN (1090)%  (1991)°7 | (1998)%  (2010)%
1 2 127.0 | 127.02 | 1271 127.0 127
2 7.03 (1H, d, J= 2 Hz) 1092 ["114727 1093 1092 | 109.2
3 i 146.7 | 147.92 @ 147.8 1467 | 147.9
4 i 147.8 | 14678 146.7 1479 | 1467
5 6.91 (1H, d, J= 8 Hz) 1146 | 11565  114.6 1147 | 1230
6 707 (14, dd, J=8,2 Hz) | 1230 | 123.02 | 122.9 1256 | 1156
7 760 (1H. d, J=15.9Hz) | 1446 | 14463 | 1446 1446 | 144.6
8 6.20 (1H.d. J=159Hz) | 1156 [109.30" 1156 1157 1147
9 i 167.4 | 167.39 | 167.3 1674 | 167.4
OCHs 3.92 (3H, 5) 559 | 55092 | 559 55.9 55.9
COOCH; (1) 418 (2H, 1, J= 6.7 H) 64.6 | 6461 646 64.6 64.6
COOCH,CH (2)) 1.68 (2H, m) 287 | 3193 318 31.9 22.7-
(CHoCHoCHa)n 25.9-20.6 31.9
CH2CHs 141 14.1 14.1 141 141

*Datos de la literatura, el color verde indica una asignamiento erréneo que se corroboré mediante gHSQC y el azul una mala asignacion
que se corrob6 por gHMBC.
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H-5 H-8

Wl I

108
c2— &
I110
112
114
C-5—— () ~
— E
C-8— " lue &
H118
F120
F122
C-6— e}
F124

T T T T T T T T T
7.1 7.0 6.9 6.8 6.7 6.6 6.5 6.4 6.3 6.2
2 (ppm)

Espectro 7. Correlaciones de gHSQC de los compuestos 55 y 56.
En el caso de la asignacion para los C-3 y C-4, en el experimento de gHMBC se observé la
correlaciéon que tienen los protones pertenecientes al metoxilo (OCHs) con el C-3 por lo que
la asignacion de ese carbono sélo coincide con lo descrito por Conserva et al., en 1998.68
El desplazamiento quimico que presenté el C-2’, se corroboré por las correlaciones

existentes entre el H-1’ y H-2’" a partir de los experimentos gCOSY (Espectro 8) y gHMBC

(Espectro 5b).
H-1' H-2'
) l A

H2' o fis

w
o
f1 (ppm)

ﬁ
4.0
H-1- s

r4.5

T T T T T T T T T T T T T T
42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16
f2 (ppm)

Espectro 8. Correlaciones de gCOSY de los compuestos 55 y 56.
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En el espectro de ESI-MS se observaron dos picos que en su férmula molecular solo difieren
en dos carbonos, las masas obtenidas en modo negativo de m/z 501.3943 [M-H] y 473.3624
[M-H] corresponden a las férmulas moleculares Cs2Hs404 y C30Hs004 respectivamente
(Espectro 9). A patrtir de la estructura conocida por RMN del ferulato (C10H9O3) se puede
inferir la longitud de la cadena alifatica, la cual corresponde a 20 y 22 carbonos. Estos datos
corresponden a los compuestos ferulato de docosilo (56, C32Hs404) y ferulato de eicosilo
(55, C30Hs5004).%°

1: TOF ME EES-

106 4733825 3.10e5

4 5013843

443 3524

474.3091
L

311.18
255 2336 o 144
2832645

o02.3873
L

2532177

5034008
227 2020 D.42

7og5a30.0244158222 1710135
g0 80 100 120 140 180 180 200 220 240 250 280 300 320 340 350 380 400 420 440 460 450 500 520 540 580 520 400
Espectro 9. ESI-MS de los compuestos 55 y 56.

Los ferulatos de alquilo 55 y 56 presentan actividad antiinflamatoria por inhibicion de la
enzima ciclooxigenasa (COX-1) con un 35-45% de inhibicién a 25 pg/mL,%° poseen
capacidad antioxidante que fue evaluada por los métodos de DPPH y por el poder reductor
férrico (FRP) en los que se compar6 la actividad del acido ferulico frente a diversos ferulatos
de alquilo; los resultados del método de DPPH el acido ferulico tuvo la inhibicion mas alta
del radical seguido por los ferulatos de alquilo de cadena larga y por ultimo los ferulatos de
alquilo de cadena corta, por otra parte en el FRP se observé que la actividad disminuia con

el aumento de la longitud de la cadena de los ferulatos de alquilo.”
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La presencia de estos ferulatos de alquilo ha sido descrita en Pavetta owariensis
(Rubiaceae),®” Solanum tuberosum (Solanaceae),®* Typha domingensis y Typha latifolia
(Typhaceae),”* ademas el compuesto 55 ha sido descrito en Platanus acerifolia
(Platanaceae)’? y el compuesto 56 en Clausena harmandiana (Rutaceae).’

Purificacion y caracterizacion del bracteandlido A (19)

HO o

~ o

HO
OH

El extracto de AcOEt (380 mg) se purific6 mediante cromatografia en columna flash
empleando silica-gel como fase estacionaria y como fase movil un sistema de CH2Cl2/MeOH
(98:2). Se recolecto la fraccion 16 en la que se observé el compuesto 19, obteniéndose 4.8
mg. En TLC se empled un sistema de elucion CH2Cl2/MeOH (9:1) y se utilizaron como
reveladores UV (254 y 365 nm) y una solucion de FeClsz al 5% en H20. El compuesto aislado
se observé en ambas longitudes de onda, en UV a 365 nm se aprecio la fluorescencia del
mismo en un color azul, al revelar la placa con FeClz se observé una banda verde

oscuro/negro con un Rs= 0.53.

En el espectro de 'H ((CD3)2.CO) se observaron cinco sefiales en total, de las cuales tres
estan ubicadas en la zona de protones arométicos con un 6 7.32 (1H, d, J= 2.2 Hz, H-2)),
7.27 (1H, dd, J= 8.3, 2.1 Hz, H-6’) y 6.92 (1H, d, J= 8.3 Hz, H-5’), lo que indica la presencia
de un anillo aromético trisustituido. Ademas, las constantes de acoplamiento de las sefiales
conun 67.27 y 6.92 indican que se encuentran en posicion orto, mientras que la sefial con

un 6 7.32 se encuentra en posicion meta con respecto a 6 7.27 (Tabla 12).

En el espectro de 3C ((CD3)2CO) se observan diez sefiales de las cuales, la absorciéon en &
170.6 (C-2) es caracteristica para un carbonilo de tipo éster; las que se presentan en §163.2
(C-4) y 111.6 (C-3) son representativas de carbonos vinilicos a,B-insaturados; con un 697.8
(C-5) que corresponde a un carbono base de oxigeno y las seis sefales restantes que

pertenecen a los carbonos del anillo aromatico (Tabla 12).
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En el espectro de gCOSY se observan las correlaciones de los protones aroméaticos 67.27
(H-6’) y 6.92 (H-5) lo que confirma que estos se encuentran en relacion orto. En el
experimento de gHMBC se observan que los protones H-3 (5 6.31; J%) y H-5 (5 6.56; J°)

correlacionan con el carbonilo del éster (6170.6, C-2); asi mismo se aprecia la correlacion
entre los protones aromaticos; H-2'(6 7.32) con C-6’ (J°),C-3'(J?), C-4’ (J3) y C-4 (J%); H-6'(0
7.27) con C-2' (J%), C-4'(3%) y C-4 (J%); H-5 con C-1’ (J3), C-3' (J%) y C-4 (J% Espectro 10y
11;Tabla 12).

Tabla 12. Desplazamientos quimicos de H y *3C del bracteandlido A (19).

1706 | 1741 | |
3 6.31 (1H sa) 6. 23 (s) 111.6 | 111.8 | 2,4,5,1°
4 163.2 | 165.9
5 6.53 (1H, sa) 6.45 (s) 97.8 | 99.9 2,3
1 - - 1219 | 122.6
2’ 7.32 (1H, d, J= 2.2 Hz) 7.20 (s) 1149 | 116 | 4,346
3 - - 145.2 | 146.7
4 - - 148.5 | 150.5
5’ 6.92 (1H, d, J= 8.3 Hz) 6.82 (d, J=8.2 Hz) | 115.4 | 1165 | 1,3 4
6’ 7.27(1H,dd, J=8.3,2.1 Hz) | 7.18 (d,J=8.2 Hz) | 121.1 | 122.3 | 42’4
*Los datos de la literatura son en CD;OD y los obtenidos en (CD3),CO.7*
H-5'
i L
H-5' @ ~ 6.9
7.0
F7.1 g
F7.2 -
o
©
7.4

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
735 730 7.25 720 7.5 7.10 7.05 7.00 6.95 6.90
f2 (ppm)

Espectro 10. Correlacion de gCOSY del compuesto 19.
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H-2' H-5 H-3
100
110
S— 110
M— 120
120
130
130
140
—— —_— 140
- 150
I 150
160
e L 160
170
170
T T T T T T T T T T T
7.4 7.3 7.2 7.1 7.0 6.9 6.45 6.40 6.35 6.30 6.25
2 (ppm) 2 (ppm)

Espectro 11. Correlaciones de gHMBC del bracteandlido A (19).

Por otra parte, en el espectro de ESI-MS del compuesto 19 la masa obtenida en modo
positivo es de m/z 209.0448 [M+H]*y la masa calculada es de 209.0450 (Espectro 12).

Ademas, se observa la pérdida de una molécula de agua corresponde al pico base con m/z

191.0349 [M-H20+H]*. Esto datos corroboran que la formula molecular para el compuesto
es de C10HsOs.

100+

1: TOF MS ES+
191.0349 5.44e5
119.0860
135.0443 163.0398
192.1391
157.0350
98 5;?4? 117.0338 1888488 273.0877
- - 120.0892 149.0965 164.0433 231.0265 - 282.2790
- 2402325 254 2434 -
71.9505 549589979684 | 107 nass | | r | 295 1176

A TVRPPIPIRTTIOTLF (1 1P TR YA H miz

80 70 80 S0 100 110 120 130 140 150 180 170 150 180 @ 200 210 220 230 240 250 = 260 270 250 290 300

Espectro 12. ESI-MS del compuesto 19.
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Los datos espectroscopicos obtenidos de la estructura propuesta coinciden con los descritos
en la literatura para el bracteanélido A (Tabla 12),”4 ademas, este compuesto ya habia sido
aislado en las hojas de esta especie asi como en Tradescantia albiflora.??? Este compuesto
también se ha identificado en Murdannia bracteata’® que es una planta perteneciente a la
familia Comelinaceae y Mentha canadensis (Lamiaceae).”” En una evaluacion de la
actividad inhibitoria de la enzima xantina oxidasa (enzima asociada a desordenes
metabolicos como hiperuricemia y gota) de compuestos aislados de T. albiflora.; el

bracteandlido A (19) fue el que mostré la mejor actividad inhibitoria de la enzima (ICs0=76.4

ug/ml).28

Purificacion y caracterizacion del glucésido de B-sitosterol (57)

El extracto de AcOEt (380 mg) se purific6 mediante cromatografia en columna flash
empleando silica-gel como fase estacionaria y como fase movil un sistema de CH2Cl2/MeOH
(98:2). En TLC se empleo un sistema de elucion CH2Cl2/MeOH (9:1). El compuesto en TLC
no se observé a ninguna de las dos longitudes de UV, sin embargo, al revelar la placa con
H2S04 al 50% se aprecio una banda morada/vino con un Rs= 0.57.

En el espectro de H ((CDz)2SO) se observan las sefiales caracteristicas del B-sitosterol; en
0 5.31 (1H, m) que pertenece al proton vinilico en la posicién 6; 6 3.45 (1H, m) que es un
desplazamiento caracteristico de un proton base de oxigeno en la posicion 3; §0.65 (1H, s)
y 0.95 (1H, s) que corresponden a los metilos 18 y 19 caracteristicos de los esteroides.
Ademés se observan sefiales con 6 4.22-2.9 (H-1’a H-6’) que corresponden a una D-
glucopiranosa con configuracion B, esto basado en la constante de acoplamiento del protén
anomeérico de 4.22 (1H, d, J= 7.7 Hz; Tabla 13).

En el espectro 13C ((CDs)2S0O) se observaron las sefiales de los carbonos que concuerdan

con la estructura del p-sitosterol, las cuales se describen a continuacion: los
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desplazamientos tipicos de carbonos vinilicos con un 6 140.5 (C-5) y 121.3 (C-6); 6 76.9 la
cual corresponde al carbono base de oxigeno C-3 del esteroide y en ¢ 100.8, la sefial
caracteristica de un carbono anomérico en la posicion 1’ perteneciente a la D-glucosa, que
mediante el experimento de gHMBC se corroboro la unién entre los C-3 y C-1, debido a que

el protdn anomérico H-1’ correlaciona con C-3 (Tabla 13, Espectro 13).

Tabla 13. Desplazamientos quimicos de H y '3C del glucosido de B-sitosterol (57).

Posicién Hés H*s Bcés| BCc+s
1.78 (m)**
1 0.9 (M) 36.9 | 37.0
1.84 (m)*
2 148 (mp 29.4 | 316
3 3.45 (1H, m)* 3.5 (1H, m) 76.9 | 78.9
4 38.4 39.5
5 - 140.5 | 141.6
6 5.31 (1H, m)** 5.3 (1H m) 121.3 | 121.9
7 31.4 31.6
8 1.42 (m)** 315 | 317
9 0.92 (m)** 49.7 | 50.0
10 - 36.3 36.5
1.52 (m)**
11 147 (mp 20.7 | 20.8
12 39.4 38.5
13 - 41.9 42.1
14 1.02 (m)** 56.3 | 56.5
15 1.56 (m)* 239 | 245
16 1.83 (m)* 27.9 | 287
17 1.12 (m)* 55.5 | 55.8
18 0.65 (3H, s) 0.66 (3H, s) 11.7 | 12.0
19 0.95 (3H, s) 0.98 (3H, s) 19.2 | 19.0
20 1.36 (m)* 35.6 | 36.0
21 0.9 (3H, d, J= 6.7 Hz) 0.92(3H,d, J=7.2Hz) | 18.7 | 185
22 33.4 34.0
23 1.23 (m) ** 255 | 28.0
24 0.96 (m)** 452 | 457
25 1.66 (m)* 28.8 | 28.9
26 0.81 (3H, d, J= 7.04 Hz) 0.81(6H, d, J= 7.2 Hz) 19.0 | 19.5
27 0.81 (3H, d, J=6.81 Hz) 19.8 18.7
241 1.24 (m)* 227 | 2238
242 0.86 (m)** 0.86 (3H, t, J= 6.3 Hz) 118 | 12.0
1’ 4.22 (1H, d, J= 7.7 Hz) 4.41 (d, J= 7.8 Hz) 100.8 | 100.9
2 2.89 (1H, dt, J= 3.4, 8.3 Hz) 3.28 (m) 736 | 733
3’ 76.8 76.2
4 3.12-3.0 (3H, m)** 3.4-3.5 (m) 70.2 | 70.0
5 3.31 (m) 76.8 | 75.4
. 3.6 (1H, dd, J=118,5.7 Hz, Ha) | 3.86 (dd, J=11,55Hz,Ha) | o o | 1 -
3.41 (1H, m, Hb) 3.77 (dd, J= 11, 4.4 Hz, Hb) : '

*Datos de la literatura,’®’” **sefiales traslapadas.
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Espectro 13. Correlacién de gHMBC del compuesto 57.

Los datos obtenidos se compararon con los descritos en la literatura,’®’” confirmando la

estructura del compuesto 57 correspondiente a un glucosido de B-sitosterol (daucosterol).

El daucosterol (57) presenta un efecto de autofagia en lineas de cancer humano de mama
(MCF-7) y gastrico (BGC823 y MGC803),’® que resulta en la inhibicién de la proliferacion de
las células tumorales humanas. Ademas, muestra un efecto protector contra la candidiasis
diseminada en ratones debido a la respuesta inmune CD4 + Th1.”® El compuesto 57 se ha
identificado en Rabdosia leucophylla (Lamiaceae),® Morus multicaulis (Morceae), Linum

usitatissimum (Linaceae)

Comparacion de los esteroides aislados

Los desplazamientos caracteristicos del H-3 de los fitoesteroles 1 y 54 se localizan en §3.53
y 3.98 respectivamente. Para estas sefiales la multiplicidad que se espera es un dddd
debido al acoplamiento con los protones diasterotopicos de las posiciones 2 y 4 dado que
el C-3 es un centro estereogénico. Cuando el H-3 se encuentra en la posicion axial, el
acoplamiento con los dos protones de las posiciones 2 y 4 que se esperan son dos
acoplamientos ax-ax y dos ax-ec, sin embargo, cuando el H-3 se encuentra en posicion
ecuatorial el acoplamiento con los dos protones de las posiciones 2 y 4 que se esperan son
dos acoplamientos ec-ax y dos ec-ec. A partir de la amplitud de la sefial del H-3 se puede

deducir la orientacién a o B del grupo hidroxilo, debido a que la separacién entre los picos
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externos de la sefal de un multiplete es la suma de las constantes de acoplamiento
individuales. De esta forma cuando el H-3 se encuentra en posicion ecuatorial (orientacion
a del OH), las constantes de acoplamiento son dos Jec-ax= 4 Hz y doS Jec-ec = 4 Hz, por lo
tanto, la amplitud esperada es de aproximadamente 16 Hz, mientras que si el H-3 se
encuentra en la posicion axial (orientacion 8 del OH), las constantes de acoplamiento son

dos Jax-ax= 12 Hz y dos Jax-ec = 4 Hz de la cual se espera una amplitud de 32 Hz (Figura 13).

Ha
a) Hax HaCH3 % b) Hayx HaCH3 c)ﬁ%
H ec .
Hy o OH Hec tipo  Ja(Hz)

ax-ax 6-14
ax-ec 0-5
ec-ec 0-5

Figura 13. OH de C-3 en a) ecuatorial, b) en axial y c) constantes de acoplamientos en el ciclohexano.

En el compuesto 1 la amplitud de la sefial es de 31.4 Hz y para el compuesto 54 es de 32.3
Hz confirmando la posicion axial del H-3, lo que conlleva a que el OH se encuentre en
orientacion B (Figura 14). En el caso del fitoesterol 53, debido a que el C-4 esta sustituido
con un metilo, para la sefial con un 6 3.12 se espera una sefial ddd que corresponde al
acoplamiento de H-3 con los dos hidrégenos diasterotopicos de la posicion 2 y con un
hidrogeno de la posicion 4. En este compuesto para una orientacion a del OH, se espera
una amplitud de 12 Hz mientras que para la orientacion 3 del OH se espera de 20 Hz, siendo
la amplitud observada en el espectro de 25.3 Hz, lo que confirma que el H-3 se encuentra

en posicion axial (Figura 14).

a)

HO

" 25.3Hz -

T T T
.05 4.00 3.95 3.16 3.12 3.
f1 (ppm) f1 (ppm)

T T T
3.55 3.50
f1 (ppm)

Figura 14. Multiplicidad de 'H del H-3 de los fitoesteroles a) 1, b) 54 y c¢) 53.
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IX. CONCLUSIONES

En base a los resultados de la caracterizacidon estructural de los metabolitos presentes en
el extracto metandlico obtenido de las hojas de T. spathacea, se concluye que la hipotesis

se cumplié tomando en cuenta lo siguiente:

1. Mediante una extraccion asistida por ultrasonido se obtuvo un extracto crudo metandlico

con un 8.7% de rendimiento con respecto al material vegetal seco.

2. El fraccionamiento del extracto de MeOH con disolventes de diferente polaridad permitio
disminuir su complejidad, siendo las fracciones polares y no polares las que presentaron los
mayores rendimientos: 54.38%, 33.65% y 10.3% para las fracciones H20, hexano y n-

BuOH, respectivamente.

3. Con el analisis del perfil fitoquimico preliminar se identificaron cuatro familias de
metabolitos de las cuales dos, esteroides y terpenos, corresponden a los tipos de

metabolitos aislados y caracterizados en el presente trabajo.

4. Se confirmé la presencia del B-sitosterol (1) y bracteandlido A (19). El fitosterol 1 se ha
descrito en los tallos, sin embargo, esta es la primera vez que se ha aislado en las hojas de

la planta.

5. Se lograron aislar nueve metabolitos secundarios desconocidos para la especie;
escualeno (49), B-caroteno (50), B-sitostenona (51), E-fitol (52), gramisterol (53), perdxido
de ergosterol (54), ferulato de eicosilo (55), ferulato de docosilo (56) y el glucésido de [3-
sitosterol (57).
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X.  ANEXOS

Escualeno (49)

M e l«L

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0.0
f1 (ppm)

Espectro de RMN de *H del compuesto 49 en CDCls.

—

T T T T

T T T T T T T
135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 8

T
0 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15
f1 (ppm)

Espectro de RMN de *3C del compuesto 49 en CDCls.
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B-sitostenona (51)

%T
100

80

60 T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
cm’”

Espectro de IR del compuesto 51.
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56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 3.0 28 26 24 22 20 18 16 14 12 10 08 0.6 04 02 0.0
f1 (ppm)

Espectro de RMN de 'H del compuesto 51 en CDCls.

|

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
f1 (ppm)

Espectro de RMN de *3C del compuesto 51 en CDCls.
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E-fitol (52)

)\/\/k/\/k/\)\/\mq

A N

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0 08 06 04 02 00
f1 (ppm)

Espectro de RMN de 'H del compuesto 52 en CDCls.

I ] ) .,,L_L- ]

" T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 8 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15
f1 (ppm)

Espectro de RMN de *3C del compuesto 52 en CDCls.
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[B-sitosterol (1)

%T
100

80

60

X | L) | L | LE | ) ) ¥ |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000
cm”

Espectro de IR del compuesto 1.
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- A

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 2.6 2.4 2.2 2.0 1.8 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0.0
1 (ppm)

Espectro de RMN de *H del compuesto 1 en CDCls.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 1
140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1
1 (ppm)

Espectro de RMN de 3C del compuesto 1 en CDCls.
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Gramisterol (53)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 14 12 1.0 08 06 04 02 00
f1 (ppm)

Espectro de RMN de 'H del compuesto 53 en CDCls.
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155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15
f1 (ppm)

Espectro de RMN de *3C del compuesto 53 en CDCls.
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Peréxido de ergosterol (54)

—T T ~r7r‘ 1  ~r1 T ~r1 T 1 1 1 ~T1 -1 1 T 1 ~T1 "~ 1 "~ T T "~ T T T "~ 1 1 T T T T T T T T T T
6.6 6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 4.6 44 4.2 4.0 3.8 3.6 3.4 3.2 3.0 2.8 26 24 2.2 2.018 1.6 1.4 1.2 1.0 0.8 0.6 0.4 0.2 0.0
f1 (ppm)

Espectro de RMN de 'H del compuesto 54 en CDCls.

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15
f1 (ppm)

Espectro de RMN de *3C del compuesto 54 en CDCls.
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Alquil ferulato (55 y 56)
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Bracteandlido A (19)
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Glucdsido de B-sitosterol (56)
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Espectro de RMN de 'H del compuesto 57 en DMSO-ds.

— T T ‘T T ‘T T ‘" T ‘T " T * T ‘[ ‘T T " T " T ‘T " T " T T T " T T T " T T T T T " T T T T T T T T
140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10
f1 (ppm)

Espectro de RMN de *3C del compuesto 57 DMSO-ds.
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