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RESUMEN

Esta investigacion se enfoca en el analisis quimico de dos especies vegetales, uno
seleccionado mediante criterio quimiotaxondmico y el otro con criterio etnomédico.

El primer capitulo se refiere al estudio quimico de las semillas de Nectandra
ambigens (nombre comun: laurel chilpatillo); esta especie pertenece a la familia
Lauraceae, y es una planta silvestre. También a esta familia pertenece Persea
americana (aguacate), que es una planta domesticada y se cultiva a gran escala. Del
presente trabajo se han determinado las estructuras moleculares de los
constituyentes de las semillas de N. ambigens, los cuales principalmente,
corresponden a triglicéridos derivados de los acidos palmitico y oleico. Ademas, se
aislaron acido 8-hidroxi-9E-octadecendico, acido 8-hidroxioctadecandico, una mezcla
de ésteres y B-sitosterol. A pesar de que N. ambigens y P. americana pertenecen a
la misma familia no se encontraron similitudes notables entre la composicion quimica
de sus semillas.

El segundo capitulo se refiere al estudio quimico de las ramas de Eysenhartia
subcoriacea (nombre comun: palo dulce, familia Fabaceae), empleada en la
medicina tradicional como agente antidiabético. De este material vegetal se aislaron,
alcohol montanilico, lupeol, mezcla de p-sistosterol y estigmasterol, acido
acetiloleandlico, mezcla de acidos grasos saturados, acido betulinico, B-D-
glupiranosido de B-sitosterilo, 1D-3-O-metil-chiro-inositol y sacarosa. Se realizaron
las asignaciones inambiguas de los desplazamientos quimicos para cada una de las
sefiales de los nucleos del 1D-3-O-metil-chiro-inositol. De acuerdo con las
propiedades biol6gicas informadas en la literatura para las substancias aisladas, y
considerando su abundancia relativa en el material vegetal analizado, puede
suponerse que el 1D-3-O-metil-chiro-inositol es la substancia responsable, al menos
en parte, de las propiedades hipoglucemiantes con que es conocida esta especie en

la medicina tradicional.
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OBJETIVOS

A. OBJETIVO GENERAL

Generar conocimiento cientifico a través del analisis de los resultados derivados del
estudio quimico de las semillas de Nectandra ambigens y de las ramas de
Eysenhardtia subcoriacea.

B. OBETIVOS ESPECIFICOS

Preparar los diferentes extractos de Nectandra ambigens y de Eysenhardtia
subcoriacea por medio de una maceracion empleando disolventes de diferente

polaridad.

Separar, purificar y determinar la estructura molecular de los constituyentes
mayoritarios presentes en los extractos, aplicando para ello las diferentes técnicas
de separacion y purificacion convencional, y las técnicas espectroscopicas y

espectrométricas necesarias.

Integrar y contextualizar los resultados obtenidos con la informacién publicada en la

literatura.



INTRODUCCION

Los productos naturales son los compuestos quimicos que sintetizan los seres vivos,
y pueden denominarse metabolitos secundarios a aquellos que dan una propiedad
caracteristica a una especie en particular. Aunque las plantas son la fuente mas
conocida de metabolitos secundarios, las bacterias, los hongos y numerosos
organismos marinos son también fuentes importantes de productos naturales [1-3].
En la mayoria de los paises del mundo el uso de las plantas medicinales ha
perdurado a través de los siglos y es parte de su cultura. El aprovechamiento de
dichos recursos vegetales se ha conformado con las multiples observaciones y
numerosas experiencias acumuladas por grupos étnicos y sociales que habitan en
cada pais, enmarcadas dentro de las condiciones y circunstancias que otorga el
ecosistema, el intercambio social, las enfermedades mas comunes de la region y la
disponibilidad practica del recurso. De esta manera, ciertas tradiciones han
contribuido a la salud y bienestar de diferentes culturas [4].

Se han identificado diversas estrategias que permiten orientar el estudio de las
plantas, entre las cuales pueden mencionarse el criterio quimiotaxonémico, al
analizar plantas relacionadas filogenéticamente, que presumiblemente contengan
metabolitos secundarios relacionados estructuralmente; la estrategia etnomédica, al
investigar especies empleadas en la medicina tradicional; la estrategia ecolégica, al
analizar las interacciones entre los organismos, entre otros criterios de seleccion. A
través de la utilizacion de estas estrategias se han descubierto numerosos agentes
terapéuticos utiles [5, 6].

Los avances en las tecnologias de purificacion y determinacion estructural de las
substancias organicas, asi como la implementacion reciente de numerosos
bioensayos especificos y reproducibles, han ejercido una profunda influencia en la
investigacion en productos naturales. En particular, ha influido en la bisqueda de
substancias o preparaciones que incidan en la cura de enfermedades, ya que se
considera, sin sustento cientifico, que los productos naturales, como fitofarmacos
poseen menores efectos secundarios [7].



Esta investigacion se refiere al analisis de dos especies vegetales, una seleccionada
mediante criterio quimiotaxonémico y la otra con criterio etnomédico.

Asi, el presente trabajo esta constituido por dos capitulos. El primero se refiere al
estudio de Nectandra ambigens (nombre comun: laurel chilpatillo); esta especie
pertenece a la familia Lauraceae, y es una planta silvestre. También pertenece a
esta familia Persea americana (aguacate), la cual es una planta domesticada y se
cultiva a gran escala. Se determinaron las estructuras moleculares de los
constituyentes de las semillas de N. ambigens, y se compararon con las estructuras
quimicas informadas para la semilla del aguacate.

El segundo capitulo se refiere al estudio quimico de las ramas de Eysenhartia
subcoriacea (nombre comuin: palo dulce, familia Fabaceae), empleada en la
medicina tradicional como agente antidiabético.

Considerando que no existen reportes cientificos en los cuales se mencionen el
aislamiento e identificacion de los metabolitos secundarios de las dos especies
vegetales, en este trabajo se pretende contribuir al conocimiento con la generacion
de informacion referente para ambas. De esta manera los resultados se integraran a
los ya informados en la literatura, con el objetivo de contribuir al conocimiento
quimico de los productos naturales de las plantas.



CAPITULO |

Semillas de Nectandra ambigens



1.1. ANTECEDENTES

1.1.1. Descripcion de la familia Lauraceae

La familia Lauraceae esta formada por arboles y arbustos en su mayoria
perennifolios. Es una de las familias mas numerosas entre las lefiosas y comprende
alrededor de 50 géneros y mas de 2500 especies. Estan ampliamente distribuidas
en América y Asia, y crecen principalmente en regiones tropicales y subtropicales.
Pertenecen a esta familia especies de gran interés econémico como productoras de
especias, aceites esenciales, frutos o maderas [8]. Los constituyentes quimicos
presentes en dicha familia son arilpropanoides, alcaloides, flavonoides y terpenoides

[S].
1.1.2. Ubicacion taxonémica y descripcion de la especie Nectandra ambigens

Uno de los géneros de la familia Lauraceae es Nectandra; este corresponde a la
tribu Cinnamomineae, de la subfamilia Lauroideae. Se conocen alrededor de 320
especies de este género [10], y entre ellas Nectandra ambigens (S. F. Blake) C. K.
Allen [11, 12]. El nombre comin de N. ambigens es “laurel chilpatillo” y es un arbol
del dosel que se distribuye desde Meéxico (Colima, Chiapas, Guerrero, Jalisco,
Michoacan, Nayarit, Oaxaca, Tabasco y Veracruz) hasta Honduras y Guatemala. El
“laurel chilpatillo” es quiza la especie arbérea que predomina en la reserva de Los
Tuxtlas (Veracruz, México). Este arbol alcanza alturas de 20 a 35 m, y hasta 1 m de
diametro en el tronco por arriba de los contrafuertes [13]. Su corteza es
caracteristica: de color café oscuro o casi negra cuando se humedece; escamosa,
con lenticelas pardas, prominentes, no caedizas, de disposicion regular, con
segmentos irregulares que se desprenden. La madera es de color amarillo mostaza,
de porosidad difusa. Las hojas de esta especie, que se disponen en espiral, son
glabras en ambas superficies y de 9-15 cm de largo y 3-6 cm de ancho. Las flores
se encuentran en paniculas axilares, son hermafroditas, de color rosa palido y miden
1.8-2.5 mm de largo. Los frutos presentan en la base una clpula roja, tienen forma



elipsoide, son verdes cuando inmaduros y negros al madurar, y miden 2.5-3.5 cm de
largo y 2.3-2.6 cm de ancho. Los frutos producen una sola semilla [14].

Las semillas de N. ambigens tiene un embrion muy pequefo, un endospermo suave,
fragante, de color rosa, y estan cubiertas por una testa papiracea café palido y que
se desprende faciimente, con un peso hiumedo y seco promedio de 3.8 y 2 g
(n=100), respectivamente. La longitud de la semilla presenta una variacién notable,
con un ambito de 1.1 — 2.8 cm. Las semillas de N. ambigens estan sujetas a una
considerable depredacion por parte de dos invertebrados: el curculidnido Heilipus
albomaculatus y el escolitido Pagiocerus frontalis [15].

1.1.3. Antecedentes quimicos del género Nectandra

No existen antecedentes publicados sobre los constituyentes quimicos de Nectandra
ambigens. Sin embargo, se han aislado metabolitos secundarios de otras especies
de Nectandra. A continuacién se describen algunos de ellos.

El analisis del tronco de N. miranda [16] permitié el aislamiento de neolignanos, tales
como (28, 35S, 3aS)- y (25, 3S, 3aR)-5-alil-3a-metoxi-2-(3', 4', 5'-trimetoxifenil)-3-
metil-2, 3, 3a, 6-tetrahidro-6-oxobenzofurano denominados respectivamente
mirandina-A (1) y mirandina-B (2). Ademas, se informa la presencia de 2-epi-
mirandina-A (3) y licarina C (4).

El estudio quimico de hojas y troncos de N. pichurim [17] permitié el aislamiento del

alcaloide (+)-isoboldina (5).

Ar  OMe
1 a a
2 a B
3 B a

Ar = 3.4 5-timetoxifeni

Oftra de las especies estudiadas es N. rubra [18] y del andlisis del tronco se aislaron

un alqueno y un alquino, la rubrendlida (6) y rubrindlida (7), respectivamente.



Estudios del tronco de N. polita [19], la cual se distribuye en la region de Los Andes,
mostraron la presencia de sitosterol, O-metileugenol, eugenol, dehidrodieugenol, O-

metildehidrodieugenol y el di-O-metildehidrodieugenol (8).

OR,

6 R;=R,=H,Ry=C=CH;,
? R| = Rz = H. Ra =C=CH

En una muestra de corteza y tronco de N. turbacensis [20] se encontraron cuatro
furofuranos lignanos y son la (+)-sesamina (9), (+)-demetoxiexcelsina (10), (+)-
piperitol (11), (+)-metoxipiperitol (12), y 13.

Del extracto cloroférmico de N. puberula [21] se aisl6 el acido 1,6-
geranilgeranodioico (14), (8S,8'R)-4'-hidroxi-3'-metoxi-3,4-metilendioxi-7-0x0-8,8'-
neolignano,  (+)-saurinona  (15), (8S,8'R)-3,4,3' 4'-dimetilendioxi-7-0x0-8,8'-
neolignano (16), (8S,8'R)-3',4'-dimetoxi-3,4-metilendioxi-7-ox0-8,8'-neolignano (17).
También se reporta el (7R,8S,8'R)-7-hidroxi-3,4,3' 4'-tetrametoxi-8,8'-neolignano (18)

con la configuracion absoluta corregida, ya que se habia descrito en la literatura con



una configuracion 8'S. También se reporta sitosterol, sitostenona, veraguensina (19)
y (-)-galbulina (20).

RO.

o

Los extractos etandlicos de los calices del fruto de N. amazonum [22] contienen los
lignanos furofuranos, sesamina (9) y O-metilpiperinol (21); mientras que el fruto de

N. glabrescens contiene neolignanos como la licarina-A (22) y licarina-E (23).

OCH, HO OCH,
B :O\ /ﬁ}
0. MeD \\ Gl fo)
e H %\j\ % Oic)
g
M
R ? 21 22

Adicionalmente a la isoboldina (5), se han aislado otro tipo de alcaloides del

23

Nectandra spp. Asi tenemos que del extracto etandlico de la corteza de N.
ramonensis [23] se obtuvo el alcaloide aporfinico (+)-boldina (24).

Otra de las especies estudiadas es N. gardneri [24]; del extracto etandlico de los
frutos, el cual mostrd actividad biolégica para Artemia salina, se aisld la lactona
isolancifélida (25) como principio bioactivo.

HaC(HzC)H:C
HO /
F
(o)
25 26




El estudio de los aceites esenciales de N. elaiophora obtenidos del tronco [25],
permitié establecer que su composicién es: 35% a-pineno, 20% de D-p-pineno, 2%
de d,Hinalol, 12% de d- y d,l-a-terpinol, 2% de geraniol, trazas de D-carvona, y de 2
a 4% de derivados sesquiterpénicos. También se aisl6 por primera vez el D-B-
curcumeno (26) con un rendimiento del 15%.

Otro alcaloide aislado fue la Ocoteina (27), obtenido a partir, de la corteza del arbol
de N. saligna (laurel negro) [26].

OCH,

HyCO

OCHy

v 28

Se han llevado a cabo varios estudios en Ocotea rodioei (sinénimo de Nectandra
rodioei) [27]. De esta especie se aislaron de la corteza varios alcaloides, tales como
ocoteamina (28), demerarina (29), oxiacantina (30), rodiasina (31), y otros [28, 29].

32 Ry=OH, Ry =Ry = OMe, R, = H
33 Ry=OH,R,=OMe,Ry=R,=H
34 Ry= Ry=Ry=OMe, R¢=H
30 31 35 Ry= Ry =Ry=0OMe, R = Me

Cuando se estudi6 el extracto etandlico de la corteza de N. sinuata [30], se aisl6 el
alcaloide 3-metoxi-nordomesticina (32). Ademas, otros alcaloides también fueron
reportados: nordomesticina (33), norlirioferina (34) y 1,2,3,-trimetoxi-9,10-
metilendioxidihidroaporfina (35).



Un nuevo alcaloide bisbencilisoquinolinico con actividad antiplasmodial, denominado
costaricina (36), fue aislado del extracto metandlico de la corteza de N. salicifolia

[31]. Adicionalmente, se aislaron quince alcaloides conocidos de muestras de ramas,

hojas y de la raiz de este arbol.

37 R=R;=0CH;0, R;=0CH; 39R=0CH;,R= Ry =0H
36 38R= Ry= Ry;=0CH; 43R =0CH;, Ry= OH, R, = OCH,

Otra especie estudiada es N. megapotamica [32]. La investigacion fitoquimica del
extracto etandlico de las hojas dio como resultado el aislamiento de once lignanos
tetrahidrofuranicos. Por lo que se refiere a la actividad tripanocida in vitro, machilina
G (37) resultd ser activa. Los compuestos galgravina (38), nectandrina B (39),
calopiptina (40) aristolignina (41) y ganschisandrina(42) mostraron actividad
moderada, mientras que la nectandrina A (43) fue inactiva. Los compuestos nuevos
que se reportan son nectandrina C (44), nectandrina D (45) y nectandrina E (46).

42 R =Ry= OCH;
45Rr = OCHy,R; =OH
46R=0H,Ry=CH,

40 r=r,=0cH0. Ry=H
41 R=0CH;,Ry=0H, Ry=H
44 R=gr,=0CH,.Ry=0H

Adicionalmente, existen reportes de la evaluacion de la actividad biologica de los
extractos de algunas especies. El extracto acuoso de N. salicifolia resultd ser activo
como relajante del masculo liso vascular [33]. El extracto acuoso-etandlico de la
corteza y tronco de N. cuspidata, presentd actividad antimalarica [34].

Una caracterizacion quimica del follaje de N. ambigens establece que tiene alto

contenido de nitrégeno y los metabolitos secundarios son terpenoides, flavonoides y



taninos [35]. Finalmente, cabe mencionar que se han realizados estudios ecologicos
sobre este arbol, en los cuales se establece que las hojas y las plantulas son
afectadas por los hongos de las especies Colletotrichum sp. y Phomopsis sp. [36].

1.1.4. Estudio quimico de las semillas de Persea americana

El interés por conocer la relacion entre plantas domesticadas y silvestres, ha sido
objeto de varias investigaciones [37,38]. En el presente estudio se pretende
comparar la composicién quimica de las semillas de N. ambigens (considerada
como planta silvestre) con la de las semillas de Persea americana (aguacate), la
cual es una planta domesticada de la misma familia y de gran interés comercial [39].
Por lo tanto, a continuacion se resefia sucintamente los metabolitos aislados de las
semillas de P. americana.

Uno de los primeros reportes, donde se analizd el extracto hexanico de la semilla
seca P. americana, indica que se cbtuvo una cera amarilla, la cual dio positiva para
esteroles y acidos organicos. Esta, ademas, inhibid el crecimiento de Micrococcus
pyogenes y Sarcina lutea. El extracto etanélico también inhibi6 a S. lutea y se
aislaron carbohidratos y taninos. La parte insoluble en agua, dio resultado positivo
para pectinas y después de la hidrdlisis, para alcaloides. Cabe mencionar que
ratones blancos murieron después de 80-131 horas de haber ingerido semillas secas
y de 40-336 horas después de ingerir semillas frescas [40].

Otro estudio posterior hace referencia a la actividad antibiotica de varios extractos
(éter de petroleo, éter etilico, etanol, agua) de la semilla de P. americana contra
Sarcina lutea y Micrococcus pyogenes, pero fueron inactivos frente a Bacillus
subtilis, Escherichia coli, y Salmonella typhosa [41].

Del extracto de éter de petroleo de la semilla inmadura de P. americana se aislaron
compuestos alifaticos de cadena larga C7 (4-ceto-2-hidroxi-1-acetato; 1,2-dihidroxi-
4-acetoxi; 1,4-dihidroxi-2-acetoxi), cada uno con un enlace acetilénico terminal. Los
dos ultimos son considerados los principales responsables del sabor amargo del
aguacate [42].



A través de la técnica de cromatografia en papel se demostr6 la presencia de
catequina, epi-catequina y 3-leucoantocianidinas, que contribuyen al fenédmeno de
obscurecimiento del fruto del aguacate al cortarlo [43].

Una serie de compuestos fendlicos, como el dopa (3,4-dihidroxifenilalanina), la
dopamina, acido clorogénico, catecol y acido cafeico se identificaron en las semillas.
El material de la semilla también mostré actividad inhibidora de tripsina [44].

En un estudio sobre la composiciéon de los acidos grasos obtenido a partir de la
semilla de P. americana, se determind que estd constituido por acido 9-ceto-
octadec-cis-12-enoico, acido ladrico, acido palmitico, acido estearico, acido oleico y
acido linoleico [45].

El andlisis por cromatografia de gases del aceite de la semilla reveld la presencia de
22 a 27 acidos grasos. El acido palmitico resultd ser el mas abundante de los
saturados (20.8%). De los insaturados, lo fue el acido oleico (15.4%), y de los
poliinsaturados el C18:2 y C18:3 con 34.39 y 5.81%, respectivamente [46].

La (+)-catequina y (-)-epi-catequina fueron los componentes con mayor actividad

antioxidante identificados del extracto metandlico en la semilla de aguacate [47].

1 OH

47

Finalmente, en otra investigacion, las semillas de aguacate fueron desengrasadas
con n-hexano y posteriormente extraidas con metanol. De este extracto, se aislaron

dos derivados glucosilados del acido abscisico, el B-D-glucésido del acido (1'S,6'R)-
8'-hidroxiabscisico (47) y al P-D-glucésido del acido (1'R,.3'R,5'R,8'S)-epi-
dihidrofaseico (48). El compuesto 47 se considera como el intermediario clave en la

conversion biosintética de las estructuras del acido hidroxiabscisico a los derivados
del acido faseico [48].

10



1.1.5. Descripcion y propiedades de los acidos grasos

A continuacién se describen algunas propiedades de los acidos grasos y sus
derivados.

Los lipidos son definidos como substancias derivadas de tejidos vivos que pueden
ser extraidos o solubilizados en disolventes organicos. Las estructuras de los lipidos
comprenden desde acidos monocarboxilicos saturados de cadena larga hasta
acidos muy complejos de estructuras ciclicas con substituciones oxigenadas en los
sitios adyacentes al doble enlace carbono-carbono, los cuales se derivan de la
oxidacién bioquimica de acidos grasos poliinsaturados [49].

Los acidos grasos se encuentran en las células vivas principalmente como
acilgliceroles, fosfatidilgliceroles, esfingolipidos, ceras y otros. Algunos datos
relevantes se resumen en la tabla 1 [50].

Tabla 1. Relacién natural de los acidos grasos

Especies Productos de hidrélisis alcalina  Funciones biolégicas

Acilgliceroles Glicerol y sales de acidos Reserva energética

(glicéridos) grasos
Fosfatidilgliceroles Acido L-Glicerol-3-fosférico Componentes de la
(fosfoglicéridos, y sales de acidos grasos membrana celular

fosfatidos)

Esfingolipidos Esfingosina o un derivado Componentes de la
relacionado, sales de acidos membrana celular

grasos y otros componentes.
Ceras Alcoholes esteroidales y sales Recubrimiento para
de acidos grasos proteger la piel, pelaje,

plumas, hojas, insectos

Los acidos grasos de origen vegetal pueden contener una variedad de otros grupos
funcionales, incluyendo enlaces acetilénicos, epoxi, hidroxi o ceto y anillos de

ciclopropeno, y esta es una diferencia respecto a los de origen animal, que son
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relativamente simples en su estructura. Los acidos grasos de origen bacteriano
usualmente consisten de acidos monoenoicos y saturados, pero poseen ndimero
impar de atomos de carbonos y ramificaciones, entre las mas comunes tenemos
metilo, ciclopropenilo y ciclopropilo (acido lactobacilico). Se han encontrado acidos
grasos de alto peso molecular en ciertas especies de bacterias [51].

Los acidos grasos saturados mas comunes son de cadena lineal y nimero par de
carbonos, y contienen de 14 a 20 atomos de carbono, aunque en la naturaleza se
han encontrado también con numero impar. La tabla 2. contiene una lista de los

acidos grasos saturados mas comunes [51].

Tabla 2. Acidos saturados de féormula general CH3-(CH;),-COOH

Nombre quimico  Nombre comin Abreviatura

Metandico Férmico 1:0
Etanodico Acético 2:0
Propanodico Propionico 3:0
Butanoico Butirico 4:0
Pentandico Valérico 5:0
Hexanoico Caproico 6:0
Heptandico Enantico 7:0
Octandico Caprilico 8:0
Nonanoico Pelargénico 9:0
Decanoico Caprico 10:0
Dodecandico Ladrico 12:0
Tetradecandico Miristico 14:0
Hexadecanoico Palmitico 16:0
Heptadecandico = Margarico 17:0
Octadecanoico Estearico 18:0
Eicosandico Araquidico 20:0
Docosanoico Behénico 22:0
Tetracosanodico Linocérico 24:0
Hexacosandbico Cerotico 26:0
Octacosanodico Montanico 28:0
Triacontandico Melisico 30:0
Dotriacontandico  Laceréico 32:0

Los acidos grasos insaturados son d{cadena lineal, generalmente con nimero par
de atomos de carbono, que poseen entre 10 a 30 4tomos de carbono y contienen un
doble enlace, frecuentemente de configuracion cis. Los acidos grasos de una

12



determinada longitud pueden tener el doble enlace en una posicion diferente, por lo
tanto, se debe especificar la posicion y configuracion de la misma. En la tabla 3 se
enlistan a los acidos insaturados mas importantes [51].

Tabla 3. Acidos grasos insaturados relevantes.

Nombre comin Abreviatura

Nombre quimico

cis-9-dodecendico lauroléico 12:1 (n-3)
cis-9-tetradecendico miristoléico 14: 1(n-5)
trans-3-hexadecendico - g 5 s
cis-9-Hexadecendico palmitoléico 16: 1(n-7)
cis-6-Octadecenoico petroselinico 18: 1(n-12)
cis-9-Octadecendico oléico 18: 1(n-9)
trans-9-Octadecendico  elaidico 18: 1*
cis-11-Octadecendico cis-vacénico 18:1(n-7)
trans-11-octadecendico  trans-vacénico 18:1*
cis-9-eicosendico gadoléico 20:1(n-11)
cis-11-eiocosendico gondoico 20:1(n-9)
cis-13-docosendico erucico 22:1(n-9)
cis-15-tetracosendico nervénico 24:1(n-9)

* La nomenclatura (n-x) solamente se usa para &cidos grasos que contienen doble enlace cis.

Los acidos grasos poliinsaturados no conjugados de animales y plantas pueden ser
subdivididos en varias familias simples de acuerdo a su derivacion biosintética a
partir de un acido graso especifico como precursor. Los acidos en cada familia
contienen dos 0 mas dobles enlaces cis-, generalmente separados por un grupo
metileno simple, y tienen la misma estructura terminal. La tabla 4 muestra una lista
de los acidos grasos poliinsaturados mas comunes.

Los acidos grasos con cadenas ramificadas son comunes en los lipidos bacterianos,
pero pueden entrar en la cadena alimenticia y aparecer en los tejidos animales.
Generalmente tienen un grupo metilo en el penuitimo (iso) o antepenultimo (anteiso)
atomo de carbono, aunque se han encontrado acidos con el grupo metilo en
cualquier parte de la cadena (el acido D-(-)}-10-metilestearico o acido
tuberculoestearico). Acidos grasos con varias ramificaciones son los principales
constituyentes de las glandulas secretoras de aceites de las aves. El acido fitanico
(acido 3,7,11,15-tetrametil-hexadecanoico), un metabolito de fitol esta presente en

cantidades de trazas en los lipidos del tejido adiposo de los animales. El acido
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micélico y acidos relacionados se han encontrado en lipidos de ciertas bacterias
[51].

Tabla 4. Acidos grasos poliinsaturados, segun familias

Familia Nombre quimico Nombre comin Abreviatura
n-3 9,12,15-octadecatriendico a-linolénico 18:3(n-3)
6,9,12,15-octadecatetraendico estearidonico 18:4(n-3)
5,8,11,14,17-eicosapentaendico - 20:5(n-3)
4,7,10,13,16,19-docosahexaendico - 22:6(n-3
n-6 9,12-octadecadiendico linoléico 18:2(n-6)
6,9,12-octadecatroendico y-Linolénico 18:3(n-6)
5,8,11,14-eicosatetraendico araquidénico 20:4(n-6)
7,10,13,16-docosatetraendico adrénico 22:4(n-6)
n-9 5,8,11-eicosatriendico - 20:3(n-9)

Los acidos con cadenas ramificadas se han encontrado solamente en una especie
de planta (Antirrhinum majus), pero a menudo se encuentran en pequefias
cantidades en grasas de animales rumiantes. Los acidos grasos con ciclopropanos,
como el acido lactobacilico (11,12-metileneoctadecanoico), se encuentran en lipidos
bacterianos [52].

Ademas de los acidos ya mencionados, los lipidos de las plantas presentan una
amplia variedad de acidos grasos inusuales que no se encuentran en el reino
animal. Entre los principales podemos mencionar acido ricinoléico, &cido
crepeninico, acido esterculico, acido a-eleostearico, (+)-acido verndlico, acido
chaulmodgrico y el acido laballénico [52].

1.1.6. Biosintesis de acidos grasos
Los acidos grasos son biosintetizados primariamente a partir de unidades de acetil

CoA vy esta es la razon por la cual los acidos grasos mas comunes tienen nimero
par de atomos de carbono [50].
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La biosintesis de acidos grasos puede ser considerada una serie compleja de
reacciones integradas. Las enzimas claves que tiene que ver en la sintesis de novo
de los acidos grasos son la acetil-CoA carboxilasa y la acido graso sintasa.

0
(1) )J\ )L PPA
PPA——SH <l ? R

+

(2) ooc\)L / PPA—SH ——>— ooc\/”\ / s
/“\ / + E—SH /U\ / + PPA—SH

o]
PPA
o oh
{4}@ 5/ — /L/II\S/PP3+ CO; + ESH
o o] 0

H, ,OH
PPA 3 PPA "
(3) g + NADPH . H* ——=~ g+ NaoP

PPA
7) /\\\)ks/ —_ /\)I\s_,-"’F.P"IL + NADP*

E = p-cetoacil-ACP sintelasa
Figura 1. Ruta biosintética de los acidos grasos.

El esquema de la biosintesis se muestra en la figura 1 [50], y las diferentes
reacciones enzimaticas se describen a continuacién. Los grupos acetilo y malonilo,
son transferidos de la funcion tiol de la coenzima A al grupo tiol de la 4'-
fosfopanteteina (paso 1 y 2), la misma que es el grupo prostético de una proteina
portadora de acilo (PPA), o su equivalente funcional. El grupo acetilo es entonces
transferido de este CH;CO-S-PPA a un grupo tiol en la enzima B-cetoacil-PPA
sintetasa, y acetoacetil-S-PPA formada en una reaccion en la cual el malonil-S-PPA

se descarboxila (paso 3 y 4), que previamente se incorporé del bicarbonato, y con

15



ataque del carbanion resultante en el grupo acetilo para desplazar al tiol de la
enzima. La descarboxilacion en el paso 4 conduce a la sintesis del acetoacetil-S-
PPA. Seguido del paso de la reduccion (en el cual forma especificamente 3-(R)-
hidroxibutiril-S-PPA), deshidratacion, y posterior reduccion, se forma el butiril-S-PPA,;
entonces puede tomar el lugar de la acetil-S- PPA en el paso 3 para la elongacion de
la cadena.

La repeticion de este proceso conduce a la formacion de los acidos palmitico y
estearico en plantas y animales. La elongacién para dar cadenas de acidos mas
largos, puede, sin embargo, ser efectuada por un sistema mitocondrial que utiliza
como la fuente de unidades C,, la acetil CoA en un proceso muy similar al reverso de

la p-oxidacion; o mediante un sistema microsomal, el cual usa malonil CoA.
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1.2. DISCUSION DE RESULTADOS

La discusion referente a la determinacién de la estructura molecular de los
compuestos aislados, se realizara de acuerdo al orden de polaridad con que fueron

obtenidos.
1.2.1. Extracto hexanico de la semilla de N. ambigens

Del fraccionamiento del extracto hexanico en la fraccién B (ver la parte experimental)
se aislé una substancia aceitosa. Su espectro de RMN'H (espectro 1) presenta las
siguientes sefiales: en & 0.88 se observan un triplete amplio asignado a grupos
metilo, que de acuerdo al valor de la integral se podria asignar para dos metilos (Hgq
en 49) En & 1.25 se observa un singulete ancho intenso correspondiente a
hidrégenos de metilenos (Hy en 49), en 6 1.61 una senal de metilenos p a carbonilo
como un multiplete (Wy, = 16 Hz); en § 2.01 se observa una sefal multiple (W = 12
Hz), que se asigna a hidrégenos alilicos; en & 2.28 aparece un triplete caracteristico
de protones de metilenos geminales a un carbonilo [53], entre & 4.00 y 4.20 se
observan sefales superpuestas que corresponden a hidrogenos metilénicos unidos
a un oxigeno, presumiblemente al oxigeno etéreo de un éster. La presencia de las
sefales superpuestas sugiere que existe una mezcla de ésteres alifaticos.
Finalmente, en & 5.34 se observa un multiplete caracteristico de hidrégenos vinilicos
de doble enlace cis, lo que indica la existencia de este grupo funcional en alguna de
las cadenas de los ésteres.

Puesto que se trata de una mezcla, la longitud de la cadena alifatica no puede ser
deducida por la medicion de la integral del area bajo la curva de los metilenos
alifaticos (5 1.25). De acuerdo con lo anterior, se deduce la estructura promedio para
un éster de un acido graso, donde la insaturacion puede ubicarse del lado del acido
o del alcohol. Para fines ilustrativos se muestra la estructura 49.
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a n

Mezcla de ésteres de un acido graso insaturado (49)

De la fraccién D se aislé un aceite en cuyo espectro de RMN'H (espectro 2) se
observan en & 5.34 sefiales correspondientes a protones vinilicos (Ha en 50), la
forma de la sefial es multiple y puede asignarse a un dddd (J = 11.4, 5.9, 3.5, 2.3 Hz)
de los protones de un doble enlace cis disustituido; en & 2.34 se observa un triplete
correspondiente a los hidrégenos de un metileno a a carbonilo (H, en 50). En & 2.01
se observa un triplete dobleteado que corresponde a hidrégenos alilicos (Hg en 50);
en & 1.63 una senal de los hidrégenos metilenicos p a un grupo carbonilo; en & 1.25
y & 1.31 se observan dos sefiales simples anchas que corresponden a los metilenos
de una cadena alifatica. Finalmente, en & 0.88 se encuentra una senal triplete (J =
6.5 Hz) y que corresponde a un metilo terminal de una cadena alifatica (Hy en 50).
Considerando los datos anteriores se deduce la estructura de un acido graso
insaturado (50), los mismos que concuerdan con los informados en |a literatura [54)].
De acuerdo con los valores de la integral para cada senal, puede concluirse que se
trata de una mezcla de acidos grasos saturados e insaturados.

O

HO n 2

Acido graso insaturado (50)

De la fraccion E se aislé una substancia cerosa que en su espectro IR (espectro 3)
muestra bandas de absorcién de doble ligadura en 3004 y 720 cm™, de carbonilo de
un éster en 1710 cm™. Este compuesto presenta una cadena alifatica larga, ya que
se observan bandas intensas en 2918, 2851 y 1467 cm’’ que son caracteristicas
para metilenos [55].

En el espectro de RMN'H (espectro 4) se observa un multiplete centrado en § 5.34;
esta sefial se asigna para protones vinilicos del acido graso que esterifica al glicerol,
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y en & 5.26 a la parte Hy del sistema A;B2X que forman los hidrégenos del glicerol
(Fig. 2). Los hidrogenos de los metilenos del glicerol no son equivalentes y pueden
distinguirse cada uno de ellos: asi, en & 4.30 aparece un dd (J = 4.4, 12 Hz) que se
asigna a los hidrogenos H,, mientras que en & 4.14 para los hidrogenos H, (dd, J =
5.9, 12 Hz). La constante de acoplamiento de 12.0 Hz corresponde al acoplamiento
gem, mientras que las constantes J = 4.4 y 5.9 son debidas a su acoplamiento

vecinal con el hidrogeno Hy.

Figura 2. Foérmula parcial de un triacilglicérido

A campo alto se observan las sefiales para la cadena hidrocarbonada de los acidos
grasos que esterifican al glicerol: en 5 0.88 se observan sefiales para metilos, en &
1.25 y 1.30 para metilenos, en & 1.62 hidrégenos [ al grupo carbonilo, en & 2.01
hidrogenos o a los protones vinilicos y en & 2.34 y 2.31 dos seiales triplete
caracteristicas de hidrégenos a al carbonilo.

El espectro de masas (espectro 5) registra un grupo de sefiales cercanas a m/z 604
que probablemente correspondan a fragmentos individuales, producto de la
fragmentacion de la molécula original, ya que se espera M* > 800. Asi mismo, se
observan fragmentaciones secuenciales con pérdidas de 14 uma, lo cual indica la
naturaleza hidrocarbonada de los acidos grasos [56].

Estas evidencias no permiten establecer la naturaleza de las cadenas de acido
graso que forman parte del glicérido. Por lo tanto, para conocer los respectivos
acidos, se procedi6 a realizar una saponificacién del triacilglicérido. Al producto
hidrolizado después de su separacion se le realizé un anélisis de cromatografia de
gases acoplada con espectrometria de masas (GC-MS). Los resultados muestran
dos picos con tiempos de retencién de 21.9 min (espectro 6) y 24.0 min (espectro 7),
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por lo que se deduce que uno de los acidos se repite en la estructura del
triacilglicérido.

En el espectro de masas de uno de los productos de hidrdlisis (espectro 6) se
observan las fragmentaciones tipicas para un acido carboxilico alifatico; se observa
el i6n molecular [M*] en m/z 256, correspondiente a una férmula CigH3202. Se
observan fragmentos caracteristicos como m/z 239 [M-17]" debido a la pérdida de
hidroxilo, el pico base que corresponde al fragmento *CH,CH,COOH (m/z 73), y un
reordenamiento del tipo MclLafferty que conduce al fragmento m/z 60, por la
formacion de acido aceético. Ademas, se observan las series caracteristicas de
ChH2n+1 como es el caso de los valores m/z 29, 43, 57, 71, 85 y de C,H2,1, CON
valores m/z de 27, 41, 55. Finalmente, las series C,H2n.1O2 (m/z 59, 73, 87, 101,
115) y CaH2,0, (m/z 60, 74, 88, 102, 116) [55]. De acuerdo con esta informacioén se
deduce que uno de los acidos que incorpora el glicérido es el acido palmitico.

El espectro de masas del otro producto derivado de la hidrélisis (espectro 7)
presenta un ion molecular de m/z 282 para dar una féormula C4gH340,, el fragmento
de m/z 264 corresponde a la pérdida de H;O, el pico base es m/z 55 debido al
fragmento C4H;". Para este caso es mas notoria la presencia de fragmentos de la
serie CoHanq (27, 41, 55, 69, 83, 97, 111, 125, 139). Los demas fragmentos
concuerdan con los del espectro 6, y por lo tanto se deduce la presencia de acido
oleico. Finalmente del analisis del espectro 4 se puede concluir que la presencia de
la sefal & 5.26 para Hy (Fig. 2), permite establecer que se trata del triacilglicérido.

Estas evidencias permiten establecer la estructura del triacilglicérido B (51).
o)
g A e S M\V\:/ﬁ\g/h
1 0 4 a 4a &
J a O A B g
0
Triaciglicérido B (51)

De la fraccion G se obtiene un sélido blanco amorfo, y su espectro IR presenta
bandas de absorcién a 3612 cm™ (O-H, estiramiento) atribuible a la presencia de un
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hidroxilo en un alcohol y en 3518 cm™ (COO-H, estiramiento) a un hidroxilo en un
acido.

En su espectro de RMN'H (espectro 8), muestra dos grupos de sefiales complejas
de hidrégenos vinilicos. Un grupo de ocho sefiales (dddd) se encuentra en & 5.61 (J
= 15.3, 6.6, 6.6, 1.4 Hz) y el segundo grupo, de cuatro sefales, resuena en & 5.43
(dddd, J = 15.3, 7.2, 0.9, 0.9 Hz). La presencia de sefales adicionales superpuestas
proporciona evidencia que se trata de una mezcla de substancias estructuralmente
similares. Sin embargo, las sefales descritas pueden atribuirse a los hidrégenos de
un doble enlace trans- flanqueado por un metileno y un metino.

La senal en & 4.05 puede atribuirse a los hidrégenos de un metileno unido a oxigeno
y la seiial en & 3.58 puede asignarse por su desplazamiento quimico a un hidrégeno
de metino alilico geminal a un hidroxilo.

En § 2.34 y 6 1.63 se observa la multiplicidad caracteristica de los metilenos a y p al
carbonilo, en & 2.01 se observan los hidrogenos alilicos. Finalmente, la sefial en &
1.31 se asigna a los hidrégenos B a un oxigeno etéreo de un éster, en & 1.27 se
observa un singulete que corresponde a los metilenos de la cadena alifatica y en &

0.88 un triplete para el grupo metilo terminal.

9 OH O
/H\/W
h e \
6 c OH
a 4 4

Acido 8-hidroxi-9E-octadecendico (52)

La presencia de un hidroxilo en la cercania de la olefina tiende a separar los
desplazamiento quimicos de los protones vinilicos. El desplazamiento del protén
hidroxilico no es constante, su intensidad y la posicion puede variar por la formacién
de enlace de hidrégeno, pero en cambio el desplazamiento quimico del proton del
metino geminal al hidroxilo es caracteristico (6 3.58) [ref. 51 pp. 82]. Por estas
evidencias, y por el analisis de los valores de la integral, puede concluirse que esta
muestra esta constituida por una mezcla de dos o mas componentes, uno de estos
puede tratarse del acido 8-hidroxi-11E-octadecendico.(52).
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1.2.2. Extracto CH,Cl-MeOH (1:1) de la semilla de N. ambigens

El proceso de separacion del extracto CH2Cl-MeOH (1:1) permiti6 obtener los
siguientes resultados. De la fraccion B, se obtiene una mezcla de aceites y ceras. Al
adicionar acetato de etilo se observa la formacion de un sélido blanco que se separa
mediante filtracién. Su espectro de RMN'H (espectro 9) presenta sefiales que
evidencian la presencia de un éster, en & 4.05 se manifiesta un triplete asignado a
los hidrobgenos de un metileno geminal a oxigeno, en & 2.28 se observa un triplete
correspondiente a los hidrogenos o a carbonilo y en & 1.61 se observan los
hidrégenos p a carbonilo. En 8§ 1.25 se observa una sefial singulete amplia que
corresponde a los metilenos y en & 0.88 se encuentran sefiales asignadas a
hidrégenos de metilos. Considerando los datos anteriores se puede determinar la
estructura promedio de este compuesto como ester de un &cido graso saturado (53),
sin especificar la longitud exacta de cada una de las cadenas alifaticas.

Ester de acido graso saturado (53)

En esta misma fraccion B se obtiene un producto aceitoso. El andlisis de la
informacion de sus datos espectroscopicos, permite concluir que se trata del
compuesto 51. El andlisis respectivo se hizo anteriormente.

Finalmente, en esta fracciébn B, el constituyente mayoritario fue una sustancia de
consistencia aceitosa que en su espectro de RMN'H (espectro 10) presenta las
siguientes evidencias. En & 5.34 se identifica una sefial dddd para el protén vinilico,
en & 3.66 es observable una sefal que se asigna para hidrogenos de un metilo unido
directamente al oxigeno etéreo del un éster; en § 2.30 y 2.28 son observable dos
tripletes superpuestos, los mismos que son caracteristicos de hidrégenos
metilénicos a a un grupo carbonilo y en & 1.62 la sefial de un metileno p a carbonilo.
En 6 2.02 se encuentra presente un multiplete que se asigna para los hidrégenos

alilicos, en & 1.25 el singulete para los metilenos de la cadena alifatica y en § 0.88
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para el grupo metilo. Por estas evidencias, se deduce que esta muestra contiene
una mezcla donde uno de los productos corresponde al ester metilico de un acido

graso insaturado (54).

Ester metilico de un acido graso insaturado (54)

De la fraccién C se aislé un sélido cristalino en forma de agujas de pf 135 °C. El
espectro de RMN'H (espectro 11) de este compuesto presenta sefiales en & 0.68-
1.01 de metilos asignables a un esterol [57] esta suposicion se debe a la serial doble
localizada en & 5.35 caracteristica del hidrogeno vinilico H-6.

Ademas, se manifiesta una sefial multiple en § 3.53, que corresponde al hidrégeno
geminal a un grupo hidroxilo (H-3). Las sefiales anteriores muestran una notable
similitud con las informadas en la literatura para el B-sitosterol (55) (Aldrich, 1993,
569a), y su identidad fue confirmada por medio de la comparacion directa con una
muestra auténtica.

B-sitosterol (55)

En la fracciéon E se aisloé un sélido blanco y su espectro de RMN'H (espectro 12)
presenta una sefal a & 3.58 que integra para un hidréogeno, que se asigna al

hidrégeno de un metino, geminal a un hidroxilo, en & 2.34 se encuentra presente un
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triplete que integra para dos hidrogenos y se asigna al metileno o a un grupo
carbonilo, en & 1.63 aparece un multiplete correspondiente a los hidrogenos B al
carbonilo y que integra para dos hidrégenos. En & 1.28 es observable un singulete
correspondiente a los metilenos de la cadena alifatica, la integracion bajo la curva de
esta sefial indica la presencia de 26 hidrégenos por lo que la cadena alifatica esta
compuesta por 13 metilenos, y a campo alto se tiene un triplete centrado en § 0.88 y
que integra para 3 hidrégenos y que corresponde a un metilo terminal de una
cadena alifatica.

Estas evidencias permiten concluir que se trata de un acido graso saturado de 18
atomos de carbono, por lo tanto su estructura general sera establecida como un
derivado del acido estearico, por lo tanto se propone la estructura del acido 8-
hidroxioctadecandico (56).

Acido 8-hidroxioctadecanéico (56)

La falta de homogeneidad cromatografica del resto de las fracciones impidié la

separacion de sus constituyentes.
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1.3. PARTE EXPERIMENTAL

1.3.1. Material y Equipo

Para la realizaciéon de las cromatografias en columna se utilizé como fase
estacionaria silica gel Merck malla 70-230 y 60 GF. Los disolventes utilizados como
fase movil fueron hexano, acetato de etilo, acetona, y metanol, en diferentes
proporciones. El analisis por cromatografia en capa fina se efectué en cromatofolios
AL TLC silicagel 60 Fzs4 marca Merck. Como reveladores se utilizaron una lampara
de rayos UV Spectroline, modelo ENF-240C (A de 254 y 365 nm) y una solucién de
sulfato cérico amoniacal ((NHs):Ce(SO4)s) al 1 % en acido sulfirico 2N. La
cromatografia en capa fina preparativa se realizd en placas preparativas Merck de 2
mm de grosor y una superficie de 20 x 20 cm. Los puntos de fusion se determinaron
en un aparato Fisher-Johns y no fueron corregidos. Las lecturas de rotacién éptica
fueron determinadas en un espectropolarimetro digital marca JASCO J720. Los
espectros de espectroscopia de infrarrojo se obtuvieron en un equipo FT-IR Nicolet
Magna 750. Los espectros de espectrometria de masas se obtuvieron en un
espectrometro marca Jeol, modelo JMS-AX505HA, utilizando la técnica de impacto
electronico con un potencial de ionizacion de 70 eV, y una corriente de ionizaciéon de
100 pa y Jeol modelo JMX-SX102A para la técnica de ionizacién por bombardeo
rapido de atomos (FAB). Los espectros de 1D y 2D de RMN 'H y "*C se obtuvieron
en espectrometros Varian, modelo Unity 300 y Unity plus 500, a 300 y 500 MHz,
respectivamente. Se utilizaron como disolventes CDCl3 y piridina-ds, en algunos
casos se us6 DMSO como codisolvente, siendo el estandar interno tetrametilsilano
(TMS) para todos los casos. Los valores de desplazamiento quimico de los nlcleos
observados estan registrados en ppm. Se recurrid a experimentos bidimensionales
de RMN como DEPT, HSQC y HMBC para realizar la asignacion de las sefales.
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1.3.2. Preparacion de extractos de las semillas de Nectandra ambigens

Las semillas de N. ambigens se recolectaron en Octubre de 2002, en la Estacion
Biologica “Los Tuxtlas” ubicada en el estado de Veracruz, México.
Las semillas secas (1260 g) fueron trituradas en un molino de mano y extraidas a
temperatura ambiente por 48 h por maceracion sucesiva con hexano,
diclorometano:metanol (1:1) y metanol. El disolvente se elimind a presién reducida
en el rotavapor, obteniendo tres extractos, los rendimientos se describen a
continuacion.

Tabla 5. Rendimiento en la extracciéon de semilla

Especie Semillas % Extracto % Extracto % Extracto
extraidas hexanico CH,Cl,:CH3;0H metanolico
(@ 1:1
Nectandra
ambigens 1260 3.17 4.92 3.02

Los residuos organicos obtenidos en la extraccion fueron analizados mediante
cromatografia en capa fina, lo cual permiti6 establecer que los extractos de

diclorometano:metanol (1:1) y metanol, son de composicién similar.

1.3.3. Extracto hexanico

El extracto hexanico (40 g) fue adsorbido en silica gel para capa fina (1:1) y aplicado
a una columna, empacada con la silica de las mismas caracteristicas, de 35 cm de
largo y 9 cm de diametro interno. La elucion de la columna se realiz6 a presion
reducida de acuerdo con la técnica informada en la literatura [58]. Se eluyeron
fracciones de 300 ml empleando un gradiente de polaridad creciente de hexano-
acetato de etilo (Tabla 6).

Estas fracciones, de acuerdo con su similitud cromatografica, se reunieron en nueve
fracciones primarias (A-1), como se indica en la tabla 7, y el rendimiento se calcula
de acuerdo al peso de semilla seca utilizada.
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Tabla 6. Elucién de la columna principal del extracto hexanico de N. ambigens

Fracciones Sistema Elucion Fracciones Sistema Elucién
1-29 Hexano 100% 143-153 Hex:AcOEt 85:15
30-50 Hex:AcOEt 99:1 154-161 Hex:AcOEt 80:20
51-72 Hex:AcOEt 98:2 162-169 Hex:AcOEt 75:25
73-96 Hex:AcOEt 97:3 170177 Hex:AcOEt 70:30
97-110 Hex:AcOEt 96:4 178-186 Hex:AcOEt 60:40
111-123 Hex:AcOEt 95:5 187-197 Hex:AcOEt 50:50
124-131 Hex:AcOEt 97:3 197-210 AcOEt 100%

132-142 Hex:AcOEt 90:10

Tabla 7. Reunion de las fracciones del extracto de hexano.

Fracciones Reunioén Peso, (mg) Rendimiento, %

1-8 A 407 0.032
9-38 B 1960 0.155
39-54 C 3317 0.263
55-72 D 3149 0.250
73-156 E 22441 1.782
157-184 F 3087 0.245
185-210 G 3138 0.249

De este fraccionamiento se obtuvieron 1.96 g de la fraccion B y se determind la
presencia del ester 49. Los datos se enlistan a continuacion:

Pf. 69-72°C.

IR vmax (CHCI3) cm™: 3424, 2923, 2852, 1738, 1464, 1373, 1177, 1034, 723.

RMN'H (300 MHz, CDCls, 8): 5.34 (m, J = 2.3, 5.6, Ha), 4.12 (¢, J = 7.1, Hp), 4.05 (t, J
= 6.8, Hp), 2.28 (t, J = 7.9, H¢), 2.01 (d, J = 5.6, Hyg), 1.61 (q, J = 7.0, H,), 1.25, 1.30
(s, Hy), 0.88 (t, J = 6.2, Hy).

La fraccion D estaba constituida por el acido graso insaturado 50. Sus datos
espectroscopicos se enlistan a continuacion.
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RMN'H (300 MHz, CDCls, 8): 5.34 (dddd, J = 11.4, 5.9, 3.5, 2.3, Ha), 2.34 (t, J = 7.6,
Hp), 2.01 (td, J = 5.6, 12.0, He), 1.63 (q, J = 7.0, Hg), 1.26 (s, He), 0.88 (t, J = 7.0, Hp)

La fraccion E estaba constituida por ftriglicéridos (51) con las siguientes
caracteristicas.

Pf. 33-36 °C

IR vmax. (CHCl3) cm™: 3004, 2918, 2851, 1709, 1467, 1411, 1292, 938, 720.

RMN'H (300 MHz, CDCls, 8): 5.34 (dddd, J = 11.2, 5.6, 3.2, 2.3 Ha), 5.26 (m, Hx)4.30
(dd, J = 4.4, 12, Hy), 4.14 (dd, J = 5.9, 12, H¢), 2.34 (t, J = 7.4, Hy), 2.31 (t, J = 7.6,
Hq), 2.01 (d, J = 5.9, He), 1.62 (d, J = 7.0, Hf), 1.25 (s, Hg), 0.88 (t, J = 7.0, Hp).

EM, FAB" m/z (int. rel.): 604 (28), 578 (29), 552 (8), 339 (12), 313 (7), 265 (10), 239
(10), 123 (10), 95 (40), 69 (64), 55 (100), 41 (85), 29 (30).

GC-MS, EI*, m/z (int. rel.): 256 [M"] (55), 239 (1), 213 (31), 185 (18), 171 (17), 157
(19), 129 (47), 97 (22), 83 (29), 73 (100), 60 (81), 43 (80), 41 (62), 29 (28), 18 (11).
GC-MS, EI*, m/z (int. rel.): 282 (6), 264 (26), 222 (5), 194 (4), 180 (5), 165 (6), 151
(7), 137 (9), 125 (14), 111 (24), 97 (46), 83 (63), 69 (75), 55 (100), 41 (65), 28 (14),
18 (12).

De la fraccion G se obtienen 195 mg de sélido de estructura (52) con las siguientes
caracteristicas:

Pf. 67-68 °C

IR vmax. (CHCl3) cm™: 3612, 3518, 2930, 2857, 1710, 1464, 1289, 1131.

RMN'H (300 MHz, CDClj, 8): 5.61 (dddd, J = 15.3, 6.6, 6.6, 1.4 H,), 5.44 (dddd, J =
15.3, 7.2, 0.9, 0.9, Hy), 4.05 (c, J = 6.6), 3.58 (m, Hc), 2.34 (t, J = 7.5, Hyg), 2.01 (m,
He), 1.63 (m, Hy), 1.27 (s, Hg), 0.88 (t, J =.7.2, Hy).

MS, EI*, m/z (int. rel.): 283 (4), 264 (6), 187 (22), 170 (18), 169 (100), 158 (15), 141
(14), 124 (9), 115 (9), 98 (25), 83 (20), 69 (29), 55 (27), 41 (17), 29 (8).
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1.3.4. Extracto de diclorametano-metanol (1:1)

El extracto de diclorometano-metanol (62 g) fue adsorbido en silica gel para capa

fina (1:1) y aplicado a una columna, de 35 cm de largo y 9 cm de diametro interno

empacada con la misma silica. La elucién de la columna se realizé a presion

reducida de acuerdo con la técnica informada en la literatura [58]. Se eluyeron

fracciones de 500 ml empleando un gradiente de polaridad creciente de hexano-

acetato de etilo (Tabla 8).

Estas fracciones de acuerdo con su similitud cromatografica se reunieron en siete

fracciones primarias (A-G) como se indica en la tabla 9

Tabla 8. Elucion de la columna principal del extracto CHzCl:CH;0H (1:1)

Fracciones Sistema Elucion Fracciones Sistema Elucion
1-5 Hexano 100% 59-65 Hex:AcOEt 20:80

6-15 Hex:AcOEt 90:10 66-76 AcOEt 100%
16-20 Hex:AcOEt 80:20 77-82 Acetona 100%
21-31 Hex:AcOEt 70:30 83-92 Acetona-MeOH 90:10
32-38 Hex:AcOEt 60:40 93-97 Acetona-MeOH 70:30
39-47 Hex:AcOEt 50:50 98 Acetona-MeOH 50:50
48-53 Hex:AcOEt 40:60 99 Metanol 100%
54-58 Hex:AcOEt 30:70

Tabla 9. Reunién del fraccionamiento primario del extracto CH2Cl:CH30H (1:1)

Fracciones Reunion

Peso, mg Rendimiento, %

1-9

10-16
17-22
23-31
32-40
41-63
64-78
79-99

I 6 M moQo o

160
6948
3579
3004
2588
5849
8460
11831

0.013
0.551
0.284
0.238
0.205
0.464
0.671
0.939
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En la fraccion B se obtienen 6.9 g de una mezcla de aceite y ceras. Al adicionar
acetato de etilo se forma un sélido blanco que se separa mediante filtracion a
presion reducida. Se obtienen 35 mg del solido 53.

Pf. 65-66 °C.

IR vmax. (CHCl3) cm™: 2927, 2854, 1722, 1465.

RMN'H (300 MHz, CDCls, 8): 4.05 (t, J = 6.8, Ha), 2.28 (t, J = 7.3, Hy), 1.61 (g, J =
7.0, He), 1.25 (s, Hg), 0.88 (t, J = 6.7, He)

Finalmente, a partir de la fraccion B también se aislé6 un éster metilico del acido
graso insaturado (54). Los datos espectroscopicos son los siguientes:

RMN'H (300 MHz, CDCl3, §): 5.34 (dddd, J = 11.4, 5.7, 3.6, 2.1, H,), 3.66 (s, Hy),
2.30,2.28 (t, J =7.5 Hc), 2.02 (m, J = 5.7, 6.9, Hg), 1.62 (q, J = 7.2, He), 1.25 (s, Hy),
0.88 (t, J=7.2, Hy).

En la fraccion C se determiné la presencia de B-sitosterol (55, 35 mg) como
constituyente mayoritario, al realizar una analisis en cromatografia en capa fina, se
compard con una muestra auténtica.

Pf.135 °C

RMN'H (CDCl,, 300 MHz, 6): 5.35 (d, J = 5.4, H-6), 3.53 (m, H-3), 1.01 (s, H-19),
0.92 (d, J = 6.6, H-21), 0.87 (t, J = 7.0, H-29), 0.84 (d, J = 6.6, H-27), 0.81 (d, J = 6.6,
H-26), 0.68 (s, H-18).

De la fraccion E se aislé un sélido blanco (99 mg), que por los datos
espectroscopicos se deduce la estructura de un acido graso saturado hidroxilado
(56). Los datos son los siguientes:

Pf. 79-80 °C

IR vmax. (CHCI3) cm™: 3612, 3518, 2930, 2856, 1708, 1464, 1102.

RMN'H (300 MHz, CDCl3, §): 3.58 (m, Ha), 2.34 (t, J = 7.6, Hp), 1.63 (q, J = 7.0, H),
1.42 (s, ,Hg), 1.28 (s, He), 0.88 (t, J = 7.0, Hy).
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MS, EI*, m/z (int. rel.): 300 [M"], 283 (2), 264 (3), 187 (11), 170 (12), 169 (100), 158
(8), 141 (7), 129 (7), 115 (8), 98 (15), 83 (14), 69 (20), 55 (18), 41 (8), 28 (4), 18 (16),
17 (3).
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1.4. CONCLUSIONES

Del extracto hexanico de la semilla de N. ambigens se aislaron triglicéridos B, de los
cuales la cadena correspondiente al acido graso se trata de una de acido palmitico y
dos de acido oleico. Se identificaron, ademas, una mezcla de ésteres de acidos
grasos insaturados, acidos grasos insaturados en su estado libre y el &cido 8-hidroxi-
9E-octadecendico.

Del extracto CH.Cl>-metanol (1:1) aisl6 un éster de un acido graso saturado,
triacilglicéridos B de similar composicion que del extracto hexanico, un éster metilico

de un 4cido graso insaturado, p-sistosterol y el acido 8-hidroxioctadecandico.

La comparacion entre las estructuras moleculares aisladas hasta este momento de
las semillas de N. ambigens con las semillas de P. americana no sugiere similitudes
notables. Sin embargo, es importante reconocer que el estudio de las semillas de N.
ambigens aun no se ha concluido, ya que es necesario analizar el residuo derivado

de la hidrélisis de los extractos polares.
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CAPITULO II

Ramas de Eysenhardtia subcoriacea



2.1. ANTECEDENTES

2.1.1. Descripcion de la familia Fabaceae

La familia Fabaceae (sin6nimo: Leguminosae) esta conformada por 650 géneros y
aproximadamente 18000 especies y es una de las mas importantes desde el punto
de vista econémico [59,60]. En México, se ha registrado la presencia de 26 tribus,
las cuales comprenden 132 géneros y 1710 especies [61].

Las especies de la familia Fabaceae biosintetizan una notoria diversidad de
metabolitos secundarios, los cuales muestran una amplia variedad de propiedades
biolégicas, entre las cuales se pueden mencionar las siguientes: antiparasitaria [62-
64], antioxidante [65,66], antigiardiasica [67], citotoxicas [68,69], antimicobacteriana
[70], mejoran la actividad antibiotica [71,72], bloqueador de los receptores opioides
[73, 74), acaricida [75], antimicrobiana [76-78], actividad tripanocida [79],
antiinflamatoria [80], antifungica [81-83], antiviral [84], antimalarica [85,86],
antihelmintica [87,88], antiulcerosa-analgésica [89], y como antiretrovirales (VIH-
SIDA) [90], entre otras.

Ademads, algunas leguminosas son alimentos funcionales, tienen propiedades
terapéuticas y fomentan una buena salud. Son fuente de almidones, fibra dietética,
proteinas y minerales. Algunas de ellas son usadas tradicionalmente como agentes
hipoglucemiantes, son alimentos de bajo indice glucemico y son ricos en

antioxidantes [91].
2.1.2. Descripcion y Antecedentes Quimicos del género Eysenhardtia

El género Eysenhardtia forma parte de la familia Fabaceae y fue registrada por
Kunth en 1823 en el Nova Genera et Species Plantarum. Este género contiene
aproximadamente 18 especies [92]; incluyendo Eysenhardtia. subcoriacea Pennell
[93].

En la bibliografia consultada no se encontraron estudios quimicos acerca de E.

subcoriacea, sin embargo, existen estudios de otras especies del género. Dentro de
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Eysenhardtia spp., las mas estudiadas han sido E. polystachya y E. texana. Se han
aislado varios compuestos de diferentes partes de la planta, como se describira a
continuacion.

Un glucoésido fluorescente, agustlegorretésida, la 3,4-dimetoxi-8,9-metilendioxi-
pterocarpano, dehidrorotenona (57), y p-sitosterol se aislaron de la corteza y tallos

de E. polystachya [94].

Las coatlinas A (58) y B (59) son C-glucosil-a-hidroxidihidrochalconas, que se
obtuvieron de E. polystachya [95].

60 OMe

Posteriormente, 7-hidroxi-2',4',5-trimetoxiisoflavona (60) y 9-metoxi-2,3-metilendioxi-
cumestano (61) se aislaron del tronco y la corteza, respectivamente, de E.
polystachya [96].

HO o

63 H OR;
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Los isoflavanos identificados como (3S)-7-hidroxi-2',3',4',5',8-pentametoxiisoflavano
(62) y (3S)-3',7-dihidroxi-2',4',5',8-tetrametoxiisoflavano (63) fueron aislados de las
ramas y tronco de E. polystachya [97], los cuales presentaron actividad citotoxica.
Ademas, se aislaron estigmasterol, isoduartina, cuneatina, 7-hidroxi-2'4'5'-
trimetoxiisoflavona y 3,4-dimetoxi-8,9-metilendioxi-pterocarpano.
Tres nuevas C- and O-glicosil-a-hidroxidihidrochalconas y una ya reportada se
aislaron de la corteza y tronco de E. polystachya [98], los nuevos productos
naturales son: (aR)-a,3,4,2'.4-pentahidroxidihidrochalcona (64), (aR)-3'-C-B-D-
xilopiranosil-a,3,4,2',4'-pentahidroxidihidrochalcona (65), (aR)-3'-O-B-D-xilopiranosil-
a,3,4,2' 4'-pentahidroxidihidrochalcona  (66) y  (aR)-3'-C-p-D-glucopiranosil-
a,3,4,2',4"-pentahidroxidihidrochalcona (coatlina B, 59). De estas, el compuesto 66
presentd actividad insecticida.
De las partes aéreas de E. texana Kunth [99,100] se aislaron flavanonas con
actividad antibacteriana y antifingica. Las estructuras fueron la 4',5,7-trihidroxi-8-
metil-6-[3-metil-(2-butenil)]-(2S)-flavanona (67) y la 4',5,7-trihidroxi-6-metil-8-[3-metil-
(2-butenil))-(2S)-flavanona (68).
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Adicionalmente, existen reportes de que extractos de plantas, en la que se incluye a
especies de Eysenhardtia [101,102], permiten inhibir o restaurar dafos de la piel
causados por la sequedad, ya que inhiben la disminucion del contenido de

aminoacidos en la capa de queratina.
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2.1.3. Generalidades sobre la diabetes

La diabetes mellitus es un problema de salud publica cada vez mayor y grave en
todo el mundo. Este padecimiento se incrementa rapidamente y consume vastas
cantidades de recursos en todos los paises. En el afio 2000 se reportaron alrededor
de 150 millones de pacientes y se espera que se incremente a 220 millones en el
2010 [103].

La diabetes mellitus pertenece a un grupo de enfermedades metabdlicas
caracterizado por la hiperglucemia que resulta de los defectos en la secrecion o
accion de la insulina, o de ambos. La hiperglucemia crénica de la diabetes esta
asociada con dafios a largo plazo, tales como disfuncion y falla de varios 6rganos y
tejidos, especialmente los ojos, rifiones, nervios, corazon y vasos sanguineos [104].
Varios procesos patogénicos estan involucrados en el desarrollo de la diabetes.
Estos oscilan entre la destruccion auto-inmune de las células p del pancreas con
consecuente deficiencia de linsulina, hasta anormalidades que resultan en
resistencia a la accion de la misma. La causa de las anormalidades en el
metabolismo de los carbohidratos, grasas y proteinas en la diabetes, es la deficiente
accion de la insulina en los tejidos afectados [105].

2.1.3.1. Clasificacion de la diabetes

Dentro de la clasificacion de la diabetes mellitus y de otras categorias de la
regulacién de glucosa, se mencionan las siguientes: diabetes tipo 1, diabetes tipo 2,
diabetes mellitus gestacional y otros tipos especificos de diabetes [104,106).
Diabetes tipo 1. Se conoce dos tipos principales, la diabetes mediada por procesos
autoinmunes y la diabetes idiopatica. La primera esta causada por un proceso
autoinmune que destruye las células beta del pancreas. La segunda es una
enfermedad cuya causa es desconocida, se sabe que los pacientes generalmente
sufren deficiencia de insulina y son propensos a la cetoacidosis, pero no existe
evidencia de autoinmunidad. La diabetes tipo | constituye entre el 5-10% de los
casos totales de la enfermedad y se denomina también diabetes mellitus
insulinodependiente (DMID).
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Diabetes tipo 2. Puede presentarse por resistencia a la insulina, acomparnada de
deficiencia relativa en su produccion pancreéatica. Existen probablemente varias
causas diferentes de este tipo de diabetes, aunque la etiologia especifica todavia es
desconocida, pero, la destruccion autoinmune de las células beta no ocurre.
Constituye entre el 90-95% de los casos totales de la enfermedad, y se la conoce

también como diabetes mellitus no insulinodependiente (DMNID).
2.1.3.2. Tratamientos actuales para la Diabetes

El tratamiento mas comun para la diabetes del tipo | implica el suministro de dosis
diarias de insulina. Para el tratamiento de la diabetes |l las primeras lineas de
tratamiento son la dieta y el ejercicio. Dietas bajas en calorias inducen la pérdida de
peso y se logra la disminuciéon de la glucosa en plasma, y en algunos casos
normaliza los niveles de azucar en la sangre. La dieta y el ejercicio han demostrado
ser eficaces, pero no son ideales. Por lo tanto, es necesaria la administracion de
agentes hipoglucémicos, como son las sulfonilureas, biguanidinas, tiazolidinedionas,
e inhibidores de la a-glucosidasa.

Las sulfonilureas fueron los primeros medicamentos utilizados para el tratamiento de

la diabetes; actuan en el pancreas, estimulando la liberacion de insulina por las
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células beta y extrahepéaticos aumentando los receptores y mejorando el transporte
de glucosa mediado por esta hormona. Los farmacos mas importantes de este tipo
son la tolbutamida (69), la cloropropamida (70), la glibenclamida (71), la glipizida
(72), y la glimepirida (73). Uno de los efectos secundarios es que esta asociada a la
ganancia de peso, pero el efecto adverso mas comin es causar hipoglucemias
[107].

Las biguanidas, que incluyen la fenformina (74) y la metformina (75), fueron
introducidos en 1957 como drogas antidiabéticas de tipo oral [108]. La fenformina
fue retirada de muchos paises debido a su efecto lateral de la acidosis lactica. La
metformina es ampliamente usada para la terapia de la diabetes tipo IlI; disminuye
los niveles de glucosa de la sangre sin causar una hipoglucemia repentina o
estimular la secrecion de insulina.
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Las tiazolidinedionas (TZDs) son compuestos anti-hiperglicémicos y poseen efectos
antilipidémicos. Las TZDs reducen la resistencia a la insulina, incrementan la
disponibilidad de glucosa a ser estimulada por la insulina y mejora el control

glicémico. Entre estos podemos mencionar la pioglitazona (76), darglitazona (77), y
rosiglitazona (78) [109].
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Los inhibidores a-glucosidasa (AGls) son una clase de farmacos no-sistémicos que
no apuntan a defectos pato-fisiolégicos especificos en la diabetes tipo Il. La enzima
esta localizada en la frontera de las vellosidades del intestino pequefio y requerida
para el paso final en la descomposicion de los carbohidratos, tales como almidones,
dextrinas, y maltosa a monosacaridos absorbibles. Los inhibidores mas utilizados
son la acarbosa (79) [110] y miglitol (80) [111].
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2.1.3.3. Productos naturales utilizados como antidiabéticos

Durante mucho tiempo los remedios naturales, y sobre todo las plantas medicinales,
han sido el principal recurso de que dispone la mayor parte de la poblacién. Un
estudio etnomédico informa de la utilizaciéon de aproximadamente 800 especies en el
tratamiento de la diabetes a nivel mundial, de las cuales 22% pertenecen a la familia
Fabaceae [112]. Sin embargo, muy pocas de ellas han sido estudiadas. En la tabla
10, se enlistan algunas especies vegetales de la familia Fabaceae empleadas en la
medicina tradicional en el tratamiento de la diabetes [113].

Entre las substancias aisladas de Fabaceae que presentan actividad hipoglucemica
y antidiabética, podemos mencionar, la desmetilyangonina, su B-D-O-glucésido y su
B-D-O-di(1-6)glucoésido, aisladas de la corteza de Acosmium panamense [114]; la
cumarina fraxidina de la partes aéreas de Teramnus labialis [115]; la kaempferitrina,
aislada de las hojas de Bauhinia forficata [116,117]; la fogamina, aislada de las
raices de Xanthocercis zambesiaca [118]; la puerarina presente en las raices de
Pueraria lobata [119], y el alcaloide N-metilcitisina de Lygos raetam Forssk, L.

raetam var. sarcocarpa y L. Raetam var. bovei [120].
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Tabla 10. Algunas plantas de la familia Fabaceae utilizadas

en el tratamiento de la diabetes.

Nombre comun Nombre cientifico Parte utilizada
Cania fistula Cassia fistula L. Fruto
Fenogreco Trigonella foenum-graecum L. Fruto

Frijol Phaseolus vulgaris L. Cascara del fruto
Frijolillo Senna occidentalis (L.) Irwin et Barneby Hojas

Frijolillo Senna obtusifolia (L.) Irwin & Barneby Hojas

Frijolillo Cassia skinneri Benth Hojas
Guamduchil Phithecellobium dulce (Roxb.) Benth Corteza
Guayacan Lonchocarpus cruentus Lundell

Huizache Acacia farnesiana (L.) Willd Hojas
Mezquite Prosopis juliflora (Swartz) DC. Fruto

Palo dulce Eysanhardtia polistachya (Ort.) Sarg. Tallo

Pata de vaca Bauhinia divaricata L. Hojas

Retama Crotalaria acapulcensis Cav. Ramas
Retama Spartium junceum L. Ramas
Retama cimarrona Cassia tomentosa L. Hojas
Tamarindo Tamarindus indica L. Fruto

2.1.4. Triterpenoides

Son substancias ampliamente distribuidas en la naturaleza formadas por seis
unidades de cinco atomos de carbono denominadas isopreno. Estos compuestos
son ubicuos en la flora [121].

2.1.4.1. Ruta biosintética de los triterpenocides

Los triterpenoides se encuentran ampliamente distribuidos en el reino vegetal, ya

sea como alcoholes, como ésteres o como glucésidos, aunque unos pocos
miembros importantes han sido encontrados en los animales, entre los que se puede
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mencionar al escualeno, aislado del aceite del higado del tiburdn, y al lanosterol,

obtenido de la grasa de la lana.
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2 Pirofosfato de 2E,6E-farnesilo (FPP)

Figura 3. Ruta biosintética de los triterpenoides

Los triterpenos son derivados biogenéticos del acido (+)-mevalénico (AMV, 81; Fig.
3), se forman a través del escualeno (82), y en la mayoria de los casos, del 2,3-
epoxiescualeno (83). Existen mas de 20 tipos de esqueletos, los cuales se generan
por diferentes rutas de formacién de enlaces carbono-carbono. La ciclizacion inicia
con la formacion de un carbocation en el carbono terciario del doble enlace terminal
de la cadena poliisopreno. Este tipo de ciclizacién es solo una de las posibilidades,

ya que el escualeno es un hidrocarburo insaturado simétrico y no posee la
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capacidad de formar un carbocation mediante la salida de un buen grupo saliente tal

como el grupo pirofosfato [122].
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Figura 4. Formacion de varias estructuras de Triterpenoides

La ciclizacion del escualeno puede ser promovida por agentes oxidativos o no
oxidativos. El primero conduce a los compuestos ciclicos, con un grupo hidroxilo (o
cetonico) en la posicion 3 (ruta c), o la epoxidacién del doble enlace 2,3 (ruta b), en
este caso se genera los 3-hidroxitriterpenos. Por otro lado, en un proceso no
oxidativo (ruta a) el ataque del proton (H*) al doble enlace 2,3 genera la ciclizacion
respectiva obteniéndose de esta manera los triterpenos [122].

En general el mecanismo de formacion de las estructuras de los triterpenocides es
concertado [122] y genera varios esqueletos, algunos de los cuales se muestran en
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la figura 4 [123]. A pesar de la diversidad estructural de los triterpenos, actualmente

aun se descubren nuevos esqueletos [124].

2.1.4.2. Actividades biologicas de los Triterpenos

La diversidad estructural y la ubicuidad de los triterpenoides han sido una atraccioén
para la evaluacion de sus actividades biol6égicas. Aunque la aplicacion de estos
metabolitos secundarios como agentes terapéuticos es muy limitada, se siguen
llevando a cabo estudios referentes a la determinacion de sus actividades.

Entre las principales se pueden mencionar la actividad anticancerigena y antitumoral
[125-134], accion sobre el metabolismo [135-138], y antiinflamatoria [139-144].
Ademas, ciertos triterpenos tienen actividad en la prevencion de dafos del higado
[145], como antivirales [146], como agentes hipotensores [147], actividades
hemoliticas [148], antiparasitaria [149], hipoglucémica [150], entre muchas otras.

2.1.5. Carbohidratos en la familia Leguminosae

Las leguminosas constituyen la familia que tiene la mayor cantidad de plantas
alimenticias, después de las gramineas. Los oligosacaridos de la familia
Leguminosae pueden clasificarse como reductores y no reductores. Los primeros
contienen principalmente glucosa, entre estos tenemos al glucésido de glucosa
(maltosa). Entre los no reductores se pueden mencionar los disacaridos trehalosa y
la sacarosa, y los galactosidos de sacarosa, que son trisacaridos (gentianosa,
cestosas, rafinosa), tetrasacaridos (estaquiosa), y oligosacaridos homologos
superiores (verbascosa, ajugosa) [151].

Ofro tipo de carbohidratos son los polioles, que son edulcorantes libres de azucar.
Uno de los grupos importantes de los polioles son los ciclitoles. El término ciclitol se
designa a los alcoholes aliciclicos, en donde los grupos hidroxilos estan unidos a los
atomos de carbono del ciclo. Los principales son aquellos que se derivan del
ciclohexano, a los cuales se les denomina inositoles [152].

Existen nueve esterecisomeros del inositol [153]: myo-, scyllo-, cis-, D-chiro-(+), L-
chiro-(-), epi-, allo-, muco- y neo- (Fig. 5). Cinco estereoisémeros (myo-, scyllo-, D-
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chiro-. L-chiro- y neo-) se han encontrado en la naturaleza y los otros cuatro

estereoisomeros (cis-, epi-, allo- y muco-) se han sintetizado.

Figura 5. Estereoisémeros del Inositol

2.1.5.1. Propiedades del D-Pinitol

El pinitol (éter monometilico del d-inositol) fue descubierto por Berthelot en 1855 en
el exudado de Pinus lambertiana Dougl (pino dulce). En 1952 la estructura y
estereoquimica absoluta fue determinada mediante estudios de degradacion [154] y
se establecio la estructura ilustrada en la figura 6.

OH OH

OH OH

OH
Figura 6. Estructura del D-Pinitol

44



De acuerdo con el diccionario de productos naturales de Chapman & Hall (1-00170),
el D-pinitol corresponde al 3-O-metil-D-chiro-inositol. Actualmente y de acuerdo con
las recomendaciones de la IUPAC se establece como el 1D-3-O-metil-chiro-inositol
[155).

El D-pinitol se encuentra en varias leguminosas [156-159], y también se ha
identificado en la miel de abeja, siendo el constituyente en mayor proporcién con
respecto a otros ciclitoles [160]

El D-pinitol también se ha obtenido por sintesis de cis-ciclohexan-3,5-dieno-1,2-diol
[161-162], y a partir de benceno mediante una oxidacion microbiana con
Pseudomonas putida [163].

Se han llevado a cabo varios estudios sobre las propiedades biologicas de este
producto natural. Se ha demostrado que actia como estimulante alimentario en la
mariposa amarilla Eurema hecabe mandarina [164], inhibe el crecimiento de las
larvas del gusano Heliothis zea en la soya [165], y tiene actividad antiinflamatoria
[166].

Otro de los aspectos estudiados es la actividad hipoglucémica y antidiabética que
fue reportada en 1987 por Narayanan. Se informa que reduce la concentracion de
glucosa y se uso un modelo de diabetes experimental inducida por aloxano [167].
Investigaciones posteriores permitieron evaluar el efecto del D-pinitol (1D-3-O-metil-
chiro-inositol) como antidiabético y se dedujo que ejerce un efecto
antihiperglicémico, agudo y cronico, en ratones diabetizados con estreptozotocina
[168]. Ademas, se observd que no hay toxicidad atribuible al pinitol en un estudio en
sujetos resistentes a la insulina [169].

2.1.5.2. Biosintesis del D-Pinitol

La conversion de la D-glucosa-6-fosfato a 1L-myo-inositol-1-fosfato constituye el
primer paso en la biosintesis del myo-inositol (MI). La continuacion del proceso
metabdlico produce otras formas estereoméricas del inositol. Entre estos procesos
pueden mencionarse la isomerizacion y metilacion del Ml y de los otros isomeros,
para formar los O-metil-inositoles (sequoyitol, bornesitol, quebrachitol, pinitol,

ononitol, etc.), los cuales participan en la respuesta relacionada al estrés,
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almacenaje de las semillas, y produccién de glucédsidos de inositol tales como
galactésidos de pinitol [170].

La conversion biosintética de la D-glucosa a myo-inositol involucra tres pasos
enzimaticos (Fig. 7). El paso B, que es la ciclizaciéon de la D-glucosa-6-P a Ins(3)P1,
es el paso importante. El paso C, la pérdida del fosfato, genera a MI.

CH,OH CH,OP0,%" H K H H
O. OH O. OH H OH H OH
v A U B OH 05*PO o OH O
OH H OH H OH H OH H
H OH H OH H OH H OH

Figura 7. Conversién de la D-glucosa a myo-inositol: (A) Hexocinasa,
(B) Ins(3) P4 sintasa, (C) monofosfatasa de myo-inositol

La biosintesis de D-pinitol involucra tres pasos a partir de myo-inositol (Fig. 8). En el
primer paso esta involucrada la enzima Ins(3)P1 sintasa, y una O-metil transferasa.
Posteriormente procede presumiblemente la oxidacion selectiva de un alcohol a
cetona con subsecuente reduccion estereodiferenciada para generar D-pinitol [170].

OH OH OH OH - T
OH OH
G =K | G | —
OH
OMe

OH OH OMe oii

. . L g . J = - -
myo-Inositol D-Ononitol ~ 4-O-Metil-D-myo-1-inososa D-Pinitol

Figura 8. Biosintesis del myo-inositol a D-pinitol
Los paréntesis indican intermediario teérico
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2.2. DISCUSION DE RESULTADOS

De la fraccién B se purificd un sélido amorfo, cuyo espectro de IR muestra a 3624
cm” una banda de absorcién que se asigna a un grupo hidroxilo debido al
estiramiento del enlace O-H; en 2927 y 2854 cm’' bandas tipicas del estiramiento del
enlace C-H en los grupos metilo y metileno. Adicionalmente se reconoce una banda
en 1465 cm™ que se asigna al estiramiento del enlace C-H de metilenos en posicién
& en una cadena alifatica.

En el espectro de RMN'H (espectro 13) se identifica en & 3.64 una sefial triple con
una constante de acoplamiento de 6.6 Hz, que corresponde a un grupo metileno « a
un grupo hidroxilo y significa que tiene dos hidrégenos vecinos; en & 1.46 se
identifica una senal simple ancha y se asigna a los hidrégenos de un grupo metileno
B a un hidroxilo. En & 1.25 se encuentra presente una seiial simple, que se asigna a
los grupos metilenos de una cadena alifatica. Finalmente, en & 0.88 es observable un
triplete (*Jun = 6.5 Hz) el cual corresponde a un grupo metilo de una cadena
alifatica.

Para confirmar su peso molecular y la posicion del grupo hidroxilo, se procede a
analizar el espectro de masas (espectro 14), en el cual se encuentra presente el ion
molecular (m/z 410) con una intensidad relativa de 90, asi como los picos [M+1]"
(m/z 411) y [M-1]" (m/z 409). Otro fragmento que se presenta es debido a la pérdida
de agua [M-18]" (m/z 392). La serie que se identifica y que generalmente es
observable en alcoholes primarios de cadena larga es la eliminacion de agua y del
alqueno [M-18-CnHz2q]""(m/z 364, 336, 308, 280...). En adicién a lo anterior series
CnHa2n1 (M/z 41, 55, 69, 83, 97, 111, 125...) y CyHans (M/z 43, 57, 71, 85, 99, 113,
127, 141, 155, 169, 183, 197). El pico base es m/z 197 que corresponde al ion
C1aHag .

Alcohol montanilico (84)
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De acuerdo con las evidencias descritas, el compuesto corresponde a CzgHsgO, se
establece que se trata de un alcohol primario y se deduce la estructura del alcohol
montanilico (84) [171,172]). La comparacién de sus propiedades fisicas vy
espectroscopicas con las informadas, confirman esta deduccion.

De esta misma fraccién B se aislé un sélido blanco en cuyo espectro de RMN'H
(espectro 15) se reconocen dos sefales localizadas en la region de hidrégenos
olefinicos: en & 4.69 se identifica un doble (J = 2.7 Hz), y en & 4.57 un doble de
dobles (J = 1.5, 2.7 Hz), cada una de las sefiales integra para un hidrégeno, por lo

que se deduce la presencia de un metileno vinilico.

Lupeol (85)

En & 3.19 se identifica un doble de dobles (J = 5.4, 10.8 Hz) que integra para un
hidrogeno, y este desplazamiento es caracteristico del oximetino H-3a en los
triterpenos pentaciclicos [173]. El trazo del espectro sugiere que esta substancia es
un triterpeno similar al lupeol, por las evidencias que se describen a continuacién. La
sefial en & 2.38 se distingue un doble tripleteado (J = 5.7, 10.8 Hz) y de acuerdo a la
integral equivale a un hidrégeno y se designa para el H-19. En & 1.68 se registra un
singulete, que se asigna para los hidrogenos del metilo vinilico C-30. A partir de
estos valores se observa un patrén de sefales complejas en las cuales se puede
destacar en & 1.03 un singulete (3H) para H-27, en & 0.97 también singulete (3H)
para H-23, a & 0.94 ofro singulete (3H) para H-26. Finalmente, son observables
sefales en 5 0.83, 0.79 y 0.76 que equivalen a otros singuletes y cada una integra
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para tres hidrogenos y se designan a los hidrégenos en las posiciones 25, 28 y 24,
respectivamente. Por la informacién descrita y comparando con los datos en la
literatura [174], se confirma que esta substancia es el Lupeol (85).

De la fraccién C se aislé un sélido blanco amorfo y su espectro de RMN'H (espectro
16) muestra sefiales caracteristicas de una mezcla de esteroles. Uno de estos
corresponde a B-sitosterol (55), cuya elucidacion estructural se discutio previamente
(pagina 24). Dos sefiales adicionales identificadas como doble de dobles, se
muestran en la figura 9, las cuales se encuentran centradas en § 5.15 (J = 8.1, 156
Hz) y 5.01 (J = 9, 15.3) para hidrogenos vinilicos, permitieron caracterizar el segundo
componente de la mezcla como estigmasterol (86) [175].
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Figura 9. Seriales de los hidroégenos vinilicos en el

estigmasterol (H-22 y H-23).

En la fraccion F se aislé un sélido blanco que, comparada con una muestra pura y
los datos registrados en la literatura [176,177], se deduce que se trata del acido
acetil oleandlico (87). En el espectro de RMN'H (espectro 17) se encuentra presente
una sefal en § 5.28 (t, J = 3.3) que integra para un hidrogeno y se le asigna al proton
vinilico H-12; en & 4.50 resuena un triplete (J = 8.1 Hz), que corresponde a un
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hidrégeno geminal al grupo acetoxilo y se asigna al protén H-3. Por otro lado, la
sefial doble de doble en & 2.82 (J = 13.2, 3.6), que integra para un hidrégeno, se
asigna al hidrégeno alilico H-18 [178].

En § 2.05 se localiza un singulete intenso, que corresponde a un metilo a a un grupo
carbonilo, es decir, el metilo del grupo acetilo que se encuentra unido en la posicion
3. Para los grupos metilos les corresponde las siguientes sefiales: 3 1.13 (s, 3H) que
se asigna al C-27, el singulete simple de & 0.94 al C-25, en tanto que las sefales
simples de & 0.93, 6 0.91, & 0.87, 6 0.85 y & 0.75, se relacionan a los metilos
localizados en las posiciones C-24, C-23, C-29, C-30 y C-26, respectivamente.

29 30

(.
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8 :
ha @
o v

23 24
Estigmasterol (86) Acido acetil-oleanélico (87)

La siguiente sustancia aislada de esta misma fraccién fue un sélido amorfo blanco,
cuyo espectro de RMN-"H (espectro 18) muestra una senal en & 2.28 triplete (J =
7.3) asignable a hidrégenos o a carbonilo y el valor de la integral es
aproximadamente cuatro hidrogenos; en & 1.61 se observa un quintuplete (J = 7.3)
correspondiente a un metileno B al carbonilo y su integral también es
aproximadamente cuatro hidrégenos; en § 1.29 se encuentra presente un singulete
asignable a los metilenos de una cadena alifatica que en este caso integra para 40
metilenos. Finalmente, a campo alto en 6 0.88 (J = 6.5) un triplete que corresponde a
un metilo e integra casi para seis hidrégenos, por lo tanto se confirma la presencia
de mas de un metilo. Esta informacién permite determinar que se trata de una

mezcla de acidos grasos saturados (88).
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Mezcla de acidos grasos saturados (88)

De la fraccién E se separé un sélido amorfo. En el espectro de RMN 'H (espectro
19) se identifican dos hidrégenos olefinicos, de (5 4.74, d, J = 2.1; 5 4.61, dd. J =1.5,
2) correspondientes a protones geminales. En & 3.19 se observa un doble de dobles
(J = 5.3, 10.8 Hz, 1H) que corresponde al hidroximetino H-3a de un triterpeno. La
sefal en & 2.99 se identifica un doble de doble de doble (J = 4.4, 10.8 Hz, 1H) la cual
se asigna a un hidroégeno alilico, y las sefiales a campo alto sugieren que esta

substancia es un triterpeno pentaciclico del tipo del acido betulinico (89).

Acido betulinico (89)

Efectivamente, en & 1.69 es observable un singulete que se asigna a los hidrogenos
de C-30. Entre los valores de & 0.98 y & 0.75 se encuentran presentes varios
singuletes que equivalen a los diferentes grupos metilos presentes en la estructura.
Asi se identifican sefiales en 5 0.98 (H-27), en § 0.97 (H-26), y en & 0.94 (H-23).
Finalmente, son observables dos sefiales mas, una en 6 0.83 y otra en 6 0.75 y estas
también son singuletes que cada una integra para tres hidrégenos y se designan a
los hidrégenos en las posiciones C-25 y C-24, respectivamente. La comparacion

directa con una muestra auténtica confirmé su identidad [179, 180].
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En la fraccion K se aislé un solido de color blanco, en cuyo espectro de IR (espectro
20), muestra una banda intensa en la region de los hidroxilos a 3396 cm’”, las
bandas de absorcién en 2934, 2873 cm™ se asignan al alargamiento del enlace C-H,
asi como bandas complementarias en 1461 y 1374 cm™ debido a flexiones del
enlace. En 1072 y 1024 ¢cm™ se localizan bandas que se asigna alargamiento del
enlace C-O [181].

Su espectro de RMN'H (espectro 21) muestra sefiales en  0.65-5 0.93 que son
caracteristicas de un esterol, y esto se puede corroborar con la presencia de una
sefial doblete localizada a & 5.34 para un hidrégeno vinilico que se ubica en C-6 de
la estructura [56]. De acuerdo con esta informacion se puede atribuir la presencia del
esqueleto del B-sitosterol.

Por otro lado, son observables serfales atribuibles a hidrogenos geminales a
hidroxilo, lo que sugiere la presencia de una glucopirandsida, en donde puede
asignarse el hidrogeno anomeérico (6 5.05, d, J = 7.8, H-1'). En & 4.57 aparece un
doble de doble (J = 12, 2.6) que se asigna para uno de los hidrogenos metilénicos
(H-6'b), y la posicion para el otro hidrégeno se define en & 4.40 (J = 12, 5.2).
Ademas, se identifican otras sefiales para el azicar entre & 4.28 y & 3.98, los mismos

que coinciden con los registrados en la literatura para 90 [182].

B- D-glucopiranésido
de B-sitosterilo (90)

De la misma forma, el espectro de RMN'*C (espectro 22) coincide con los datos
reportados para un esterol y de un fragmento de glucopiranésido [183]. Asi se

distinguen las sefales de los carbonos vinilicos en & 140.9 (C-5) y & 121.9 (C-6), en
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8 78.1 Hz se observa la sefal que pertenece al carbono unido al glucésido (C-3), y
en & 102.6 se designa al carbono anomérico del glucopirandsido (C-1'). Por las
evidencias descritas se confirma la estructura del p-D-glucopirandsido de B-sitosterilo
(90) [184].

De la fraccion L se aislé un sélido blanco amorfo. El espectro de IR (espectro 23)
muestra bandas de absorcién intensas en la region de los grupos hidroxilo a 3402 y
3316 cm™, la presencia de una sefal débil a 3011 cm™ que se atribuye al
estiramiento C-H en anillos de mas de tres carbonos, bandas de absorcién a 2952 y
2906 cm™' debido al estiramiento C-H en los éteres. Ademas, se observan bandas de
absorcion en las posiciones de 1341 y 1280 cm™ para el estiramiento C-O-C de los
éteres, y en 1132 y 1076 cm' del estiramiento del enlace entre C-O de los alcoholes.
Finalmente, son observables bandas complementarias en 1511 y 1454 cm™ debidas
a las flexiones de los enlaces C-H en los grupos metino y metilo respectivamente
[64].
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Figura 10. Posicion de los tripletes y del grupo metoxilo en el compuesto 91.
En el espectro de RMN'H (espectro 24) se identifica en & 3.93 un singulete cuya
integral corresponde a tres hidrégenos (figura 10). Su desplazamiento quimico es de
un grupo metilo unido a un oxigeno etéreo.

53



En 8 4.15y 3 4.63 se observan (figura 10) dos dobles de dobles, con J = 9.5, y cada
sefal integra para un hidrégeno.

En la figura 11 se muestran las sefiales entre 6 4.72 y 5 4.81 las cuales integran para
cuatro hidrégenos. Estas sefiales pueden interpretarse como cuatro dobles de
dobles, como se ilustra en la figura, por lo que su desplazamiento quimico se
establece como sigue: en § 4.73 (dd, 9.5, 3.5), en 6 4.75 (dd, 9.5, 3.5), en & 4.78 (dd,
3.5, 3.0), yen 8 4.81 (dd, 3.5, 3.0).
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Figura 11. Sistema de acoplamiento en el cual se muestra las sefiales
dobles de dobles

El espectro de RMN'C (espectro 25) muestra sefiales en & 85.9, & 74.7, § 74.2, §
73.8,  73.1, y en & 72.3. Esta region es caracteristica para carbonos unidos a
oxigeno, y la de campo mas bajo se designa al carbono que esta unido directamente
al metoxilo. En 6 60.8 se localiza una sefial que se asigna para el metilo.

Las correlaciones mostradas en el espectro DEPT (espectro 26) confirman la
presencia de un grupo metilo y seis grupos metino.



Las caracteristicas espectroscopicas permiten deducir la estructura de un
ciclohexano hexahidroxilado tipico de un ciclitol [185]. Ademas, de acuerdo con los
valores de la constante de acoplamiento, se identifican sistemas Jax.ax, (9.5), *Jax-eq

(3.5), ¥ 2Jegeq., (3.0).
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Figura 12. Experimento HSQC que muestra la relacion 'Je. en el compuesto 91.

En la figura 12 se ilustra la asignacion que se hizo para las resonancias de los
diferentes carbonos e hidrégenos mediante el experimento HSQC (espectro 27). Asi,
se observa que el carbono del grupo metoxilo (5 60.8) se enlaza con los hidrégenos
ubicados en & 3.93. El grupo metino que se ubica en & 85.9 se une al hidrégeno en &
4.15, otro grupo metino en & 74.7 con los hidrégenos de la posicién en & 4.63.
Finalmente, los otros grupos metino en § 72.3, § 73.1,  73.8, y 8 74.2, corresponden
con los hidrogenos en 6 4.73, § 4.75, 6 4.81 y 8 4.78, respectivamente.
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Figura 13. Experimento HMBC que muestra los enlaces a dos y tres ligaduras

En la figura 13 se muestran los resultados del experimento HMBC (espectro 28). En
esta figura se muestra que los hidrégenos del grupo metoxilo (& 3.93) interaccionan a
larga distancia con el carbono de un metino (5 85.9). Por otro lado, los hidrégenos
del grupo metino (5 4.15) interaccionan a larga distancia con los carbonos del
metoxilo (& 60.8) y los metinos en & 74.7 y § 72.3. Ademas, los hidrégenos del grupo
metino en & 4.63 se relaciona a larga distancia (*Jc.1) con el grupo metino en & 85.9
y 8 73.1. Finalmente se puede mencionar la correlaciéon del hidrégeno & 4.73 con el
metino en & 85.9. De acuerdo con los resultados obtenidos y las evidencias que

confirman la asignacion de cada una de las sefiales, se deduce la estructura 91.
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(+)-3- O-metil-chiro-inositol (91)
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Estudios realizados por Mondal en 1993 sobre el D-(+)-pinitol [186], permitieron
establecer la estereoquimica de este producto como el 1R-metoxi-25,35,4S5,5S,6R-
pentahidroxiciclohexano, y la estructura y conformacion preferida corresponde al
compuesto 92.

D-(+)-Pinitol (92)

Mondal informé los desplazamientos quimicos en DMSO-ds, del compuesto puro,
pero la asignacion espectroscopica no se llevd a cabo debido a la superposicion de
las sefiales de los hidrogenos. La estructura, estereoquimica y conformacion
preferida la estableci® Mondal mediante el penta-acetil derivado. A pesar de esto, las
asignaciones para dos sefiales no fueron bien establecidas (C-3 y C-6). Es
importante notar que existe diferencias en la numeracién y nomenclatura de estas
substancias, que ocasionalmente pueden causar confusion.

Afortunadamente, en el presente trabajo se determind que utilizando CsDsN como
disolvente, fue posible la asignacién inambigua de los valores de desplazamiento
quimico para cada uno de los carbonos e hidrégenos, asi como de las constantes de
acoplamiento (ver parte experimental). De acuerdo con estas evidencias y, como se
menciona en la literatura [187, 188] la conformacion, estructura y nombre
corresponde al compuesto 91.

A pesar de que no se observa el ion molecular en el espectro de masas (espectro
29) se observan las sefiales a m/z 158 (M™-2H.0), m/z 144 (M*-H20-MeOH) y m/z
73 (MH*-5H,0-MeOH). El pico base se encuentra en m/z 87 (MH*-6H,0). Los datos
descritos coinciden con los resultados informados anteriormente [163).

o7



1D-3-O-metil-chiro-inositol (91)

En la fraccién L también se aislé un compuesto cuyo espectro de IR (espectro 30)
muestra bandas de absorcion a 3562, 3389, y 3337 cm™, que corresponden a
grupos hidroxilo, por lo que se establece que es un compuesto polihidroxilado. En
2938 y 2906 cm™ se observan bandas de absorcién debidas al estiramiento del
enlace C-H, en metilenos y metinos. En 1351 cm™ se observa una sefial que se
asigna al estiramiento del enlace C-O-C, y en 1063 cm™ para el estiramiento C-OH.
En el espectro de RMN'H (espectro 31) son observables sefales en valores de
desplazamiento quimico tipicos de hidrégenos geminales a grupos hidroxilos. Asi
tenemos en & 5.17 se identifica un singulete, end 5.02, & 4.77, 6 4.74, 6 4.47 se
observan dobletes con diferentes valores de J, y en 3 3.87 se tiene un triplete con
una constante de acoplamiento 8.1 Hz.

Por otro el lado, el espectro de RMN'C (espectro 32) permite establecer la
presencia de doce carbonos, y todos se encuentran en la region de nucleos que
estan unidos directamente a oxigeno. Los valores van desde & 104 a § 60.5.

Las correlaciones mostradas en el espectro DEPT (espectro 33) confirman la
presencia de un carbono cuaternario, ocho metinos y de tres metilenos. Sobre la
base de la informacion espectroscopica y comparando con los valores de
desplazamiento quimico en la literatura [189] se establece que el compuesto
corresponde a la estructura sacarosa (93).
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sacarosa (93)
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2.3. PARTE EXPERIMENTAL

Las partes aéreas de E. subcoriacea fueron colectadas en Agosto del 2003, en la
Caiiada de Tolantongo, 22 Km al NE de Ixmiquilpan, Hidalgo, México. Fue
clasificada por el Bi6l. Ramiro Cruz Duran, y los datos de registro son: registro del
Bi6l. Ramiro Cruz Duran No. 1533 (Herbario MEXU) y herbario de la Facultad de
Ciencias, UNAM, No. 11322.Las ramas secas fueron trituradas en un molino de
mano y extraidas a temperatura ambiente por 48 h con hexano; posteriormente se
adicioné diclorometano para obtener el extracto correspondiente y finalmente al
residuo se adiciondé metanol. El disolvente se elimind a presion reducida en el
rotavapor, obteniendo 210 g de extracto, los rendimientos se describen a
continuacion (tabla 11):

Tabla 11. Rendimiento en la extraccion de ramas de E. subcoriacea

Especie Ramas extraidas Extracto metandlico % Extracto
(g) (9) metandlico
Eysenhardtia
subcoriacea 2700 210 7.78

La actividad antioxidante con DPPH de los extractos fue evaluada [190] y de
acuerdo a la tabla 12, el extracto metandlico presenté la mayor actividad atrapadora

de radicales.

Tabla 12. Actividad atrapadora de radicales de varios extractos de E. subcoriacea
Especie vegetal Ext. Hexanico Ext. CH2Cl; Ext. Metandlico

corteza > 1000 ppm 96.5 ppm 4.6 9.2 ppm = 0.06
hojas > 1000 ppm >1000 43.5 ppm £ 0.50
ramas > 1000 ppm 113.5+2.8 39.8 ppm % 0.50
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Una parte del extracto metandlico (105 g) fue adsorbido en celita (1:1) y aplicado a
una columna, de 51 cm de largo y 9.5 cm de diametro interno, empacada con silica
gel. La elucién de la columna se realizd a presion reducida de acuerdo con la técnica
informada en la literatura [58]. Se eluyeron fracciones de 700 ml empleando un
gradiente de polaridad ascendente de hexano-acetato de etilo, y acetona-metanol
(Tabla 13).

Tabla 13. Elucién de la columna principal del extracto metandlico de E. subcoriacea

Fracciones Sistema Elucién Fracciones Sistema Elucién

1-8 Hexano 100% 87-97 AcOEt 100%

9-15 Hex-AcOEt 90:10 98-105 AcOEt-Acetona 50:50
16-24 Hex-AcOEt 85:15 106-111 Acetona 100%

25-34 Hex-AcOEt 80:20 112-119 Acetona-MeOH 95:5
35-41 Hex-AcOEt 75:25 120-125 Acetona-MeOH 90:10
42-48 Hex-AcOEt 70:30 126-131 Acetona-MeOH 80:20
49-56 Hex-AcOEt 60:40 132-136 Acetona-MeOH 70:30
57-63 Hex-AcOEt 50:50 137-143 Acetona-MeOH 60:40
64-71 Hex-AcOEt 40:60 144-151 Acetona-MeOH 40:60
72-77 Hex-AcOEt 30:70 152-157 Metanol 100%

78-86 Hex-AcOEt 20:80

Las fracciones fueron reunidas de acuerdo con su similitud cromatografica,
obteniéndose catorce fracciones primarias (A-M), como se indica en la tabla 14.

De este fraccionamiento y con aquellas fracciones eluidas con hexano-acetato de
etilo a diferentes concentraciones, se obtuvieron 235 mg de la fraccién B, los cuales
fueron disueltos en hexano y cuando se evaporé el solvente, se aislaron 20 mg de
un sdlido blanco de aspecto ceroso, que corresponde al octacosanol o alcohol
montanilico (84)

Rf. 0.5, CH.Cl,

Pf. 76-78°C, lit [171]: 84-84.5 °C
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IR vmax (CHCly) cm™": 3624, 2927, 2854, 1602, 1465.

RMN'H (300 MHz, CDCl3, 5): 3.64 (t, J = 6.6, Ha), 1.46 (s, Hp), 1.25 (s, Hc), 0.88 (t, J
= 6.5, Hg)

EM (EI*, m/z, int. rel.): [M*] 410 (96), 409 (22), 392 (8), 364 (15), 342 (22), 336 (13),
318 (18), 302 (41), 248 (16), 225 (21), 197 (100), 180 (23), 153 (16), 139 (20), 125
(32), 111 (56), 97 (92), 83 (96), 69 (75), 57 (94), 43 (76), 41(38), 29 (12).

Tabla 14. Reunién del fraccionamiento primario del extracto metandlico

Fracciones Reunién Peso, mg Rendimiento, %

1-11 A 1047 0.078
12-16 B 235 0.017
17-23 C 265 0.019
24-28 D 470 0.035
29-32 E 440 0.033
33-41 F 905 0.067
42-52 G 1168 0.043
53-65 H 1046 0.078
66-79 | 920 0.068
80-91 J 675 0.050

92-108 K 2235 0.083
109-136 L 44837 3.322
137-157 M 27537 2.040

De la fraccion B también se purificé un sélido blanco con un Rf = 0.5 en CH,Cl,, es
decir, de valor similar que en el compuesto 84, por lo que al principio no se pudo
establecer que se trataban de productos diferentes. Por diferencia de solubilidad al
lavar con hexano y al evaporarse el disolvente se observo un soélido en forma de
fibras en las paredes del frasco, obteniéndose 35 mg de Lupeol (85)

Rf. 0.5, CHzCl,

Pf. 206-208°C, lit [191]: 210 °C
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RMN'H (300 MHz, CDCly, 8): 4.69 (d, J = 2.7, H-29), 4.57 (c, J = 1.5, 2.7, H-29), 3.19
(dd, J = 5.4, 10.8, H-3cx), 2.38 (dt, J = 5.7, 10.8, H-19), 1.68 (s, H-30), 1.03 (s, H-27),
0.97 (s, H-23), 0.94 (s, H-26), 0.83(s, H-25), 0.79 (s, H-28), 0.76 (s, H-24).

En la fraccion C se determiné la presencia de la mezcla (70 mg) de B-sitosterol (55)
con estigmasterol (86) como los constituyentes mayoritarios. Esto se corrobord por
los datos espectroscopicos para el compuesto 86.

Pf: 148-155°C lit [Aldrich, 569B]: 166 °C

RMN'H (300 MHz, CDCls, §): 5.36 (d, J = 5.1, H6), 5.15 (dd, J = 8.1, 15, H-22), 5.01
(dd, J =9, 15.3, H-23), 3.52 (m, J = 1.2, H-3), 0.68-1.01 (dt, CH3, CH2, 6CH3).

De la fraccién D se aislaron 21 mg de acido acetil-oleandlico (87).

Pf. 248-250°C, lit [176]: 256-258 °C

RMN-'H (300 MHz, CDCl3, 8): 5.28 (t, J = 3.3, H-12), 4.50 (t, J = 8.1, H-3), 2.82 (dd,
J = 3.6, 3.2, H-18), 2.05 (s, CH3-COO0-), 1.13 (s, H-27), 0.94 ( s, H-25), 0.93 (s, H-
24), 0.91 (s, H-23), 0.87 (s, H-29), 0.85 (s, H-30), 0.75 (s, H-26)

En esta misma fraccién se aislé un solido (12 mg) cuyas caracteristicas corresponde
a una mezcla de acidos grasos saturados (88).

Pf. 75-76°C

IR vmax. (CHCI3) cm™: 3518, 2927, 2854,1708, 1465.

RMN-'H (300 MHz, CDCl3, 8): 2.28 (t, J = 7.6, Ha), 1.61 (g, J = 7.3, Hy), 1.25 (s, He),
0.88 (t, J =7, Hy).

De la fraccion E, se separa un soélido (151 mg) que al recristalizar de metanol,
presenta una apariencia similar al algodon, que corresponde al acido betulinico (89).
Pf. 271-273 °C lit [179]: 275-278 °C

RMN'H (300 MHz, CDCl3, 8): 4.72 (d, J = 2.1 H-29b), 4.58 (dd, J = 1.5, 2 H-29a),
3.16 (dd, J = 5.3, 10.8, H-3a), 3.04 (dd, J = 4.4, 10.8, H-19), 1.68 (s, H-30), 0.97 (s,
H-27), 0.96 (s, H-26), 0.94 (s,H-23), 0.81 (s, H-25), 0.75 (s, H-24).
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De la fraccion K se aislé un sélido (348 mg) de color blanco, que corresponde al
B-D-glucopiranésido de B-sitosterilo (90).

Pf. >280°C se descompone.

IR vmax. (KBr) cm™: 3396, 2934, 2873, 1461, 1374, 1072, 1024.

RMN'H (300 MHz, CsDsN, 8), 5.34 (d, J = 5.1 Hz, H-6), 5.21 (dd, J = 15.2, 8.6 Hz, H-
22), 5.08 (dd, J = 15.9, 8.1, H-23), 5.05 (d, J = 7.8, H-1"), 4.57 (dd, J = 12.0, 2.6 Hz,
H-6'b), 4.40 (dd, J = 12.0, 5.2, H-6'a), 4.28 (t, J = 12.8, H-3'), 4.27 (m, H-4"), 4.00 (t, J
= 8.7, H-2'), 3.98 (m, H-5'), 0.98 (d, J = 6.3, CH3-21), 0.65 (s, CH3-18).

RMN™C (75 MHz, CsDsN, 8): 140.9 (C-5), 121.9 (C-6), 102.6 (C-1'), 78.6 (C-5'), 78.5
(C-3), 78.1 (C-3), 75.4 (C-2'), 71.7 (C-4’), 62.8 (C-6'), 56.9 (C-14), 56.3 (C-17), 50.4
(C-9), 46.1 (C-24), 42.5 (C-13), 39.9 (C-4), 39.4 (C-12), 37.5 (C-1), 37.0 (C-10), (36.4
(C-20), 34.2 (C-22), 32.2 (C-7), 32.1(C-8), 30.3 (C-2), 29.5 (C-25), 28.6 (C-16), 26.4
(C-23), 24.5 (C-15), 23.4 (C-28), 21.3 (C-11), 20.0 (C-27), 19.4 (C-19), 19.2 (C-26),
19.0 (C-21), 12.2 (C-29), 12.0 (C-18).

En la fraccion L se aislé un sélido blanco amorfo (2190 mg), que es insoluble en
acetona y ligeramente soluble en metanol. El valor de rotacion observada en el
polarimetro es +0.008 a 589 nm (Na) y su estructura corresponde al 1D-3-O-metil-
chiro-inositol (91).

Pf. 185-186 °C lit. [192]: 187-188 °C

[a]o®™® = +61.5° (1.3 mg/ml, H,0)

IR vmax. (KBr) cm™: 3402, 3316, 3011, 2952, 2906, 1511, 1454, 1341,1280, 1132,
1076.

RMN'H (300 MHz, CsDsN, 8): 4.81 (dd, J = 3.5, 3.0, H-6), 4.78 (dd, J = 3.5, 3.0, H-1),
4.75 (dd, J = 9.5, 3.5, H-5), 4.73 (dd, J = 9.5, 3.5, H-2), 4.63 (dd, J = 9.5, 9.5, H-4),
4.15 (dd, J = 9.5, 9.5, H-3), 3.93 (s, -OCH3),

RMN™C (125.7MHz, CsDsN, 8): 85.9 (C-3), 74.7 (C-4), 74.2 (C-1), 73.8 (C-6),
73.1(C-5), 72.3 (C-2), 60.8 (-OCH3).

EM (EI*, m/z, int. rel.): 158(3), 144 (5), 116(10), 103(15), 87 (100), 73 (76), 60 (20) 57
(12), 28 (12), 18 (7).
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En la fraccion L, también se aislé un sélido ( 67 mg) de color amarillento, el cual es
insoluble en acetona y su estructura corresponde a |la sacarosa (93):

Pf. 185-187 °C lit. [193]): 184-185 °C

IR vmax. (KBr) cm™: 3562, 3389, 3337, 2938, 2906, 1464, 1433, 1351, 1127, 1063,
996, 912, 859.

RMN'H (300MHz, DMSO-ds, §), 5.17 (s), 5.15 (d, J = 1.8), 5.02 (d, J = 6.3), 4.77 (d, J
=3.9),4.74 (d,J=2.7),4.72 (s), 4.47 (d, J = 8.1, H-3f), 4.37 (m), 3.87 (t, J = 8.1, H-
4f), 3.77 (m), 3.63 (m), 3.55 (m), 3.48 (d, J = 5.1), 3.45 (d, J = 4.5), 3.36 (d, J = 6.6),
3.15 (m).

RMN®C (75MHz, DMSO-ds, 5): 104.0 (C-2f), 91.7 (C-1g), 82.6 (C-5f), 77.0 (C-3f),
74.3 (C-4f), 72.9 (C-3g), 72.8 (C-5g), 71.6 (C-2g), 69.9 (C-4g), 62.1 (C-1f), 62.0 (C-
6f), 60.5 (C-6g)
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2.4. CONCLUSIONES

De las fracciones de baja polaridad se aislaron e identificaron los siguientes
compuestos: alcohol montanilico (84), mezcla de acidos grasos saturados (88), una
mezcla de p-sitosterol (55) y estigmasterol (86), ademas, de los triterpenos lupeol
(85), acido acetil oleandlico (87), y acido betulinico (89).

Por otra parte de las fracciones de alta polaridad se aislaron e identificaron el B-D-

glucopirandsido de B-sitosterilo (90), 1D-3-O-metil-chiro-inositol (91) y sacarosa (93).

Se realizaron las asignaciones inambiguas de los desplazamientos quimicos para
cada una de las sefales de los nucleos del 1D-3-O-metil-chiro-inositol, al utilizar
como disolvente CsDsN.

De acuerdo con las propiedades biolégicas informadas en la literatura para las
substancias aisladas, y considerando su abundancia relativa en el material vegetal
analizado, puede suponerse que 1D-3-O-metil-chiro-inositol es la substancia
responsable, al menos en parte, de las propiedades hipoglucemiantes con que es
reconocida esta especie en la medicina tradicional.
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Espectro 4. RMN 'H (300 MHz, CDCI3) de un triacilglicérido B (51)
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Espectro 9. RMN 'H (300 MHz, CDCls) de un ester de un acido graso saturado (53)



T88°0

FSE-E

65T T—
9LE T\

PRL T

zoE" T

STE"S
EEE"S |

2,34 2.29 ppm

L

k

1.00

TSE"5—
SSE°S
£9E°S

§

5.31 ppm

5:35

5.39

ppm

18.68

1.56

2.64

1.23

Espectro 10. RMN 'H (300 MHz, CDCl;) del ester metilico de un acido graso insaturado (54)

1.03

(s}
e



(55) |0193s0)s-¢ 3P (E10AD ‘ZH 00€) H, NWY "L} ondads3

95

ET9 oot
EE°PS 0E"Z% ET"T
r s T e et —L
wdd T z € 4 5 9
_. 1 1 _ L i 1 A _. l L 1 1 _ i LB 1 _ i |_ 1 i ] i r 1 L 1 1
S AT
e s

Vo . -

wdd g9°¢ wdd gg°g

al

EFE'I-—I

o

/7
7
)

']
0
0
]
T

--------

SPE"S

§:9
iLre
TLE
Tie
¥EE
£9g"

8lH
LZH
6Z-H
IZH

9Z-H




(96

o
—_— s

Jﬁj R

) 0210

L=

. (R R ¥

—

E80187T

/N

8958°0
T088°0
L1060

B90FT9T

Wi

P T —

/I\

TEIET
98pET
0ELET

UBDSPEIOOIX0IPIY-G OPIOE 8P (£1DAD ‘ZHIN 00€) H, NWY 'Z) 05108ds3

T B..,T

Y

=
th —
=

TITIN zad sarwed

3 4 k0

[ I PP PRSPPI PR T

= - ..f\ A TR

R

e N e Ll e A




(¥8) o21luejuow joyoole ap (£10aD ‘ZHIN 00€) H, NINY "€} onoadsT

4 5] Z8° D
I8°E ¥1°0
¥ L = e
wdd 1 2 e v 5 | Fa
— i i i i h i L A il n—l - L 'S L — A A - L — s A i | L .—. i 'S L 1 .w L L i i ._
IR r
PH
wdd pZ-¢
Al bl —
= \..\.. =

y B

T8z L

97



2w
2ry ack Bar
L

B3E
I

(#8) oo1jiuejuow joyodle ap (,|3) W3 v L oJ10ads3

1 U
asr

285

baE

SEE

2¥E

BEE

2Rt

1
—_-._

BIE

ZRE

esz ase ke B2

982

522

oaz

£B1

eat

P51

a3l
i

sl

arl

_____
R

BE1

LTl

eal

3

g2

—B

- 81

- ar

—es

- a9

= Be

el

-8t

ezl

98



(gg) |]oadnT ap (£1D0aD ‘ZHW 00€) H, NIWY G| os0ads3

0 o1 o'z {1 oy [ (1] oL
i EPT T RRPE WY | S [ LS RN e Lo L ] Al P o Ll Al L i " . 1 L
AL A AR B A |
} BLZ-H 6L-H eH
g Al =/ g~ 2L/
- S 3 2 2
i 62-H
|

——

SSE'L
T66T >
6SH'T —

¥sTI

99



(98) |o193sBWBNST 9p (£10AD ‘ZHIN 00€) H, NN "9} oJjoads3

ITO0'T

S¥LY

100

— FT © UDOTTLIN a0 wazed & X WLt UOTTITA Ted sared : X BOFITR Jod s3xed ¢ X
. . oS s r's
ﬂ "t 61 o'z ' 3¢ 4 4 - 5t ot I : :
” i " albia 1 i 1 i - HI.
ﬁ%\ J<J 144
| ||

AN =

i B B e B B

| EEEEEEE: it

T o

2 = §

IS —

Wt —

.
9505 —

wre ——
005 e
I —
et
s —

M —

.....

s ——

HY'E —




(28)o2110uea|0-|90€ OpIOY 3P (£10AD ‘ZHW 00€) H, NINY "1 0108ds3

101

o oz o or os e e
0 . i e DI, . ..
J Sl o . Jix % Y
? gL-H
e-H
" Zk-H
/
et m3Ted 1 ox awd waawd 1 X aed wazwd : x
PR B \‘\
i _/ LZH
-
sgeese . 1
aRgEsE 1" ® | &
9ZH SZH w25 .
00229




(8g) sopeinjes sosesb sopioe ap ejpzaw 9p (510a0 ‘ZHN 00€) H, NINY '8} 0308ds3

e T =
_ u_.__ _ eH N
. . : :
S 3 :
TN A i/

L0
T9TE6°08
T

PESTT —

102



H-24

0S40~

XY

W

H-27

ITTH

PR0"E

2.05 1.385 ppm

2.15

2.25

L]

g5 N

)

IZD‘E_"—

S90°€

e —
0g0°'E

FET'E
PSI°E
BST°E

881°E

SEE°E

5807 %

ppm

iy LA_/U

3.04

3.12

| LN N Loy o SR NLEN S B sl B v Raiie |

e

3.20

H-18

H-28b

T oes'p

L e —

szl :

ppm

4.72 4.64

AL

|
ppm

1.25

1.08

22.48

.23

Espectro 19. RMN "H (300 MHz, CDCI; + DMSO-ds) de acido betulinico (89)
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