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Capitulo 7

RESULTADOS-DISCUSION: BIOLOGICOS,
CROMATOGRAFICOS, FITOQUIMICOS Y SINTETICOS

7.1. Preparacion de las muestras fitoquimicas

De acuedo con lo descrito en la seccidn 6.4 (pag., 120), el material vegetal
fue secado al aire y molido antes de ser sometido a extraccion por percolacion con
metanol durante tres dias, repitiendo el proceso dos veces. Los extractos
combinados de cada planta fueron concentrados a presion reducida para obtener
el extracto metandlico, con el cual se calcul6 el porcentaje de extraccion reflejado
en la tabla 7.1. Una porcion del extracto metanolico fue suspendido en la mezcla
MeOH-H,0 (1:1; v/v), luego de filtrado, la fraccion no-soluble 1 fue secada al aire,
mientras que la fraccidn soluble 2 fue concentrada al vacio. Las fracciones secas
1y 2, fueron tratadas por separado con acetona para producir las fracciones A-D,
ver esquema 6.5 (Pag. 121) y tabla 7.2. Este protocolo produjo cuatro fracciones
de diferentes polaridades para cada extracto metandlico. Utilizando el
procedimiento descrito en la seccién 6.3.1 (pag 112), cada fraccion fue sometida a
bioensayos inhibitorios sobre la G-6-Pasa, (tabla 7.3).
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Tabla 7.1. Porcentaje de rendimiento del extracto metandlico de O. polyantha Engl., C. biflora L.,

C. fruticosa Mill., y R. tuberosa L.

Material Extraccion con
Planta Simbolos % Ext., MeOH (%)
vegetal (g) MeOH (g)

Ouratea polyantha Engl.

Parte Aérea Op 944,04 174,82 18,52
Capraria biflora L.
Toda la planta® Cb 432,45 63,37 14,65
Cassia fruticosa Mill.
Ramas CfR 454,35 28,24 6,21
CfRS 2120,70 87,94 4,16
Hojas Cf 351,28 66,93 19,05
CfS 984,82 140,03 14,23
Ruellia tuberosa L.
Raices RtR 297,00 83,70 29,53
Parte Aérea Rt 150,69 27,41 18,19

a) Raices y parte aérea

Tabla 7.2. Fracciones provenientes del extracto metandlico de O. polyantha Engl., C. biflora L., C.

fruticosa Mill., y R. tuberosa L.

Extracto MeOH Fracciones (+ 0,019)

Planta (£ 0,01g) A B c? D
Op 20,00 5,19 1,36 5,96 1,72
Op 16,02 3,51 2,66 3,53 1,33
Op 7,00 1,09 0,71 2,16 0,99
Cb 25,34 1,34 261 1752 1,86
CfR 20,09 2,82 327 14,20° 1,25
Cf 25,00 1,48 573 1350 1,66
RtR 26,36 0,29° 21,40 0,12

Rt 22,15 1,01 204 16,40 0,08

a) Mayormente azucares (excepto OpC); b) Pasta higroscopica; c) Corresponde a la fraccion 1 en

el esquema 6.5 de la pagina 121.
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Cada una de las fracciones mostradas en la tabla 7.2, presentaron efectos
inhibitorios sobre el sistema enzimatico G-6-Pasa (tabla 7.3), de modo que se
realizd la separacion fitoquimica preliminar basada en estos resultados. En
resumen, los resultados indican que los componentes polares (fracciones C y D),
son las que presentan mayor porcentaje de inhibicibn con respecto a los
componentes de menor polaridad (fracciones A y B) del mismo material de
partida, excepto para la Capraria biflora L., donde la fraccion CbB presenta mayor
efecto inhibitorio que CbC y CbD, esto puede ser debido a la presencia de

terpenos altamente oxigenados en la familia Scrophulariaceae.?®’

Tabla 7.3. Ensayos preliminares para las fracciones A-D provenientes de los extractos metandlicos

de O. polyantha Engl., C. biflora L., C. fruticosa Mill., y R. tuberosa L. como inhibidores de la G-6-

Pasa.
Porcentaje de inhibicion sobre la G-6-Pasa microsomal (%Inh. + 2%)*
Plantas A 5 ¢ P
Microsomas Microsomas Microsomas Microsomas
Intactos”® Rotos® Intactos’ Rotos®  Intactos® Rotos® Intactos’ Rotos®

Op 90,58 94,25 67,89 42,83 87,58 71,16 92,54 45,22
Cb ND ND 92,50 84,77 48,74 2,99 47,84 9,5
CfR ND ND 53,42 62,47 84,17 27,92 66,08 9,7
Cf 72,49 71,32 79,82 12,45 77,76 22,45 88,25 86,49
RtR ND‘ ND‘ ND® ND° 62,19 28,67 68,03 24,20
Rt 8,26 64,13 11,00 7,50 65,83 42,36 71,03 52,71

a) Todos los experimentos se realizaron por triplicados (n=3); b) Ensayos sin histonas (microsomas
intactos); ¢) Ensayos con histonas (microsomas rotos); d) ND: no determinado.

139



Bermudez J., et al., (2015)

7.2. Resultados cromatograficos fitoquimicos

Como se muestra en la tabla 7.1, se partio de seis materiales vegetales
diferentes entre si, denominados Op, Ch, CfR, Cf, RtR y Rt y se obtuvieron 24
fracciones diferentes (tabla 7.2) las cuales fueron analizadas como posibles o
potenciales inhibidores de la G-6-Pasa microsomal, tabla 7.3. La prioridad en ésta
parte de la investigacion fue establecer un sistema de solventes Optimo por
HSCCC para cada fraccion bioactiva, lo cual se realizd durante una pasantia de
investigacion en el laboratrio del Dr. Yoichiro Ito en el Instituto Nacional de Salud,
Bethesda, USA.

Aun cuando la optimizacion de los sistemas de solventes para cada
fraccion fue llevada a cabo exitosamente por HSCCC, la misma no pudo ser
reproducida en nuestro laboratorio (UCV) debido a problemas mecanicos en la
unidad de HSCCC. Por ello sélo se muestran los sistemas de solventes resumidos

en las tablas 7.4 y 7.5, cuyos cromatogramas son mostrados en el anexo.

Vale la pena destacar que éstos resultados fueron utilizados para mejorar el
fraccionamiento de los metabolitos que corresponden a los diferentes picos
cromatograficos en cada fraccidn; como consecuencia, la mayoria de los
metabolitos fueron identificados por CCF o HPLC comparativo con muestras

auténticas y se describen a continuacion:
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Tabla 7.4. Sistemas de solventes 6ptimos para ser separadas por HSCCC fracciones provenientes

de las diferentes plantas objeto de estudios de ésta investigacion.

Sistema de solventes

55 % < - T T :’5
Q i T o i
Planta § % 9 o % 5 Q . 5 Q, g Figura
© o8 £ &2 = @2 B < Fog
= [
Ouratea OpA 2 2 1 5 7.2a
polyantha OpB 3 3 5 7.3
OpC 3 5 2 10 7.7
Capraria CbhB 2 3 2,5 1,7 A-4
biflora CbC 7.13a
CbD 7.13b
Cassia fruticosa
Ramas CfR-C 1 3 1 5 7.15a
CfR-D 5 1 5 7.16
Hojas CfC 2 45 1 2,5 1 10 7.15b
CfD 45 1 0,5 5 7.17
Ruellia tuberosa
Raiz RtR-C 5 1 5 7.23b
RtR-D 5 1 5 7.23d
Parte aérea RtC 5 1 5 7.23a
RtD 5 1 5 7.23c

" Corresponde al sistema de solventes CH,Cl,-MeOH-H,0 (4:2,5:2)

Tabla 7.5. Sistemas de solventes Optimos para ser separadas por refinamiento de la zona de pH

en CCC fracciones provenientes de las diferentes plantas objeto de estudio de ésta investigacion.

Sistema de solventes

Fraccion Masa 3 5 T8 zZ o) Reelzeslgj;)r bgsui:(r)] teen #FE Figura
(mg) % a F 2 T [MM] Fac [MM] (%)
- <

OpA 700 3 5 2 10 HCI 20 NaOH 20 <10 A-1
OpD 1430 2 2 3 TFA 20 NaOH 20 69 A-10
CfR-B 531 2 2 3 TFA 10 NaOH 15 49 A-11
CfR-B 2387 2 2 3 TFA 10 NaOH 15 45 A-12
CfA 1220 4 1 5 TFA 10 NaOH 15 42 A-13
CfB 504 2 2 3 TFA 10 NaOH 15 37 A-14
CfB 3462 2 2 3 TFA 10 NaOH 15 25 A-15
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7.3.1. Ouratea polyantha Engl. (Partes aéreas)
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Figura 7.1. Metabolitos identificados en la especie O. polyantha Engl.
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7.3.1.1. OpA (Insoluble en MeOH-H20; 1:1, soluble en acetona)

Durante la optimizaciébn de la separaciéon cromatogréafica, se utilizé el
sistema de solventes hidrofilico conformado por t-BuOMe-n-BuOH-ACN-0,2% TFA
en diferente proporciones obteniendo el mejor resultado con una relacion de
volumen 2:2:1:5; respectivamente. Debido a la escasa solubilidad de la muestra
en todos los sitemas ensayados, se emple6 DMSO como solvente auxiliar en la
disolucion de ésta. Sin embargo, el tiempo de separacion de las fases se
incrementd considerablemente. Por lo que, para evitar perdidas excesivas de la
FE debido a la lenta formacion del equilibrio de fases, se decidié utilizar una F
creciente comenzando en 0,5 mL/min hasta 2 mL/min durante la primera hora de

elucion.

A escala analitica (74 mg), se observé una retencion de FE de 54% vy tres
picos cromatograficos denominados OpA-1, OpA-2 y OpA-3 con Kc de 0,8; 1,2 y
2, calculados del cromatograma, aoppa-1-opa-2= 1,50; aopa-2-opa-3= 1,67 (Fig. 7.2a).
Estos componentes presentaron un comportamiento idéntico a los observados
para la muestra OpC (descrita méas adelante). Esta similitud fue comprobada por
CCF comparativa de los componentes de OpA y OpC, desarrollada con la mezcla
AN-2, AcOEt-MeOH-H,O (100:13,5:10; v/v). Este hecho puede explicar los
elevados porcentajes de inhibicion de estas dos muestras (tabla 7.3).

Vale la pena destacar que todos los componentes de ésta fraccion se
tornaron amarillos al disolverlos en NaOH¢) y al ser revelados con el reactivo de
sulfato cérico, SC, indicando la presencia de flavonoides. La fraccion OpA-3 fue
sometida a espectrometria de masas de alta resolucion y se comprobd la
presencia de un componente con peso molecular de 609,3572 uma que
corresponde a [M-1] (espectro 4) el cual fue identificado como rutina (OpA-3=0OpC-
4). Por otra parte, se comparé por HPLC la fraccidbn OpA con un patron de rutina

(Fig., 7.2b) y adicionalmente se determino la presencia de agathisflavona.
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— Agathisflavona - 18,533
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Figura 7.2. Cromatograma de OpA por HSCCC y HPLC: a) HSCCC a escala analitica de OpA
proveniente de O. polyantha Engl. Condiciones experimentales: Sistema de solventes: t-BuOMe-n-
BuOH-ACN-0,2% TFA (2:2:1:5); FE: fase organica; FM: fase acuosa; F: gradualmente
incrementada de 0,5 mL/min hasta 2 mL/min durante 1h y 2 mL/min después; revolucién 850 rpm;
muestra: 74 mg disuelta en 0,5 mL de DMSO y 4 mL de cada fase del sistema de solventes;

%FE=: 54% y deteccién a 280 nm; b) HPLC-Sistema 1, detector UV-Vis: A= 360 nm.

Debido a que el DMSO y el NaOH incrementaban la solubilidad de la
muestra, se intentd utilizar una técnica de mayor capacidad de carga para analitos
ionizables, como lo es la técnica de refinamiento de la zona de pH en
cromatografia contracorriente. Esta técnica de CCC requiere un retenedor en la
FE y un eluyente en la FM para formar picos cromatograficos rectangulares y
fusionados (seccion 3.5, Pag., 70), de modo que se utilizd varios sistemas de

solventes con diferentes retenedores acidos (TFA y HCI) y NaOH como eluente.
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OpA mostrd excelentes valores de K¢ para la técnica de refinamiento de la
zona de pH en CCC, al usar t-BuOMe-n-BuOH-ACN-H,0 (3:5:2:10; v/v), con 20
mM de HCI en la FE (fase organica) y 20 mM de NaOH como eluyente, ademas
de DMSO como solvente auxiliar en la disolucion de la muestra. Sin embargo, la
separacion a escala preparativa no produjo buenos resultados, principalmente por
la retencion de FE (<10%) y a la escasa solubilidad de la muestra acidificada con
HCI (700 mg en 80 mL), aun en presencia de DMSO (Fig., A-1). También se
ensay0 esta técnica con otro sistema de solventes, “tipo 0" DMSO-THF-H,O. A
pesar de que estos tres solventes son miscibles en todas las proporciones al ser
mezclados en pares (DMSO y THF, DMSO y H,0, THF y H,0), existe una zona
en el equilibrio ternario que forman dos fases en las proporciones adecuadas de
cada solvente. Este tipo de sistemas ha sido aplicado satisfactoriamente en la
purificacion de antibidticos escasamente solubles en otros sistemas de

solventes.?%®

7.3.1.2. OpB (Insoluble en MeOH-H,0; 1:1, soluble en acetona)

La CCF desarrollada con la fase inferior (fase organica) del sistema de
solventes CH,Cl,-MeOH-H,0 (4:2,5:2; v/v), produjo varias manchas con Rf entre
0,2 y 0,8. Sin embargo, la mancha con Rf= 0,5, presento igual distribucién entre
las fases al ser revelado con yodo. Basados en reportes previos,’ se sabe que
este componente principal es una biflavona (agathisflavona), la cual fue aislada y
caracterizada a partir de la fraccién OpD descrita en la seccién 7.3.1.4. Segun los
datos cualitativos de K¢ (obtenidos por CCF), se pudiese usar ambas fases como
FM. Se decidio utilizar la fase organica debido a que el solvente es facil de

evaporar para analizar las fracciones por CCF luego del fraccionamiento.
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Figura 7.3. Cromatograma a escala analitica de OpB proveniente de O. polyantha Engl.
Condiciones experimentales: a) Sistema de solventes: CH,Cl,-MeOH-H,O (4:2,5:2); FE: fase
acuosa; FM: fase organica; F= 2 mL/min; muestra: 20 mg disuelta en 2 mL de fase organica; %FE=
84%; revolucion 800 rpm. b) Sistema de solventes: Hex-AcOEt-MeOH-H,O (3:5:3:5); FE: fase
organica; FM: fase acuosa; F= 1,8 mL/min; muestra: 44 mg disuelta en 5 mL (1:1; fase organica:

fase acuosa); %FE= 49%; velocidad de revolucion 850 rpm. Deteccién a 280 nm.

A escala analitica (20 mg) se produjo una retencién de FE de 84% y un solo
pico cromatografico con un K¢ ligeramente menor a la unidad (Fig., 7.3a), pero al
realizar el experimento a escala preparativa (946 mg), la resolucion del pico
cromatografico no fue Optima, principalmente debido a que la retencién de FE
disminuyo a 34%. Sin embargo, las fracciones 14-31, de 5 mL cada una,
contenian el metabolito de interés en forma de un sélido amarillo opaco, por lo que
se unieron estas fracciones para intentar purificar la biflavona, que fue
escasamente soluble en el mismo sistema de solventes utilizado para su
separacion. Debido a esto, se utilizé el sistema n-Hex-AcOEt-MeOH-H,0 (3:5:3:5;

v/v) para la fraccion OpB (Fig., 7.3b) previamente reportado para agliconas de
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biflavonoides.”*® Con el nuevo sistema se obtuvieron tres picos cromatogréficos
en un solo experimento. Sin embargo, dos de ellos se obtuvieron parcialmente
solapados aunque el metabolito mayoritario presentd un Kc= 1,5 con buena
resolucion de pico. Este compuesto fue sometido a espectrometria de masas de
alta resolucién y se comprobé la presencia de un componente con peso molecular
de 537,2813 uma que corresponde a [M-1] (espectro 1) e identificado como

agathisflavona (OpB-1).

Sabiendo que OpB contiene mayormente clorofila, terpenos y el
biflavonoide agathisflavona, se sometioé a una particion en la mezcla n-Hex-MeOH
(1:1; viv). Asi, la fraccion de hexano (OpBpex) fue un sélido de color verde oscuro,
rica en clorofilas y terpenos, mientras que la fraccion de metanol (OpBweon) era
una pasta de color verde claro, que estaba formada mayoritariamente por la
agathisflavona y restos de clorofila (esquema 7.3).

La clorofila presente en OpBuex fue eliminada utilizando el método descrito
en la literatura,?*° para ello se utilizé una CC rellena de celita 454-carbén activado
(1:2; m/m) la cual fue eluida con CHCI3; y posteriormente MeOH. La fraccion de
CHCIl;3 (OpBuex-FrCHCI3) fue un solido amarillo que estaba conformada
mayoritariamente por el triterpeno lupeol y el esteroide [B-sitosterol, los cuales

fueron identificados por CCF comparativa con muestras auténticas, figura 7.4.

La fraccion OpBwmeon fue particionada en el sistema de solventes n-Hex-
AcOEt-MeOH-H,O (1:1:1:1; v/v/vlv), donde la fase organica (OpB-MOrg,
enriguecida en agathisflavona) se sometié a solubilidad en AcOEt. Luego de
evaporar el solvente a temperatura ambiente, se obtuvo un soélido verde oscuro
(OpB-MOrg) el cual se recristalizdo con la mezcla n-Hex-AcOEt, produciendo un
sélido verde claro (OpB-MAS-PI), el cual fue purificado por CC de silica gel con la
mezcla de solventes de polaridad creciente CH,Cl-Acetona e identificado
comparativamente por CCF y HPLC con una muestra autentica de agathisflavona

(Figs. 7.5, 7.6), previamente purificada por HSCCC descrita en la seccién 7.3.1.4.
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OpB

n-Hex-MeOH (1:1; v/v)

n
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cc n-Hex-MeOH-AcOEt-H,0
Celita 545-Carbon (1:1:1:1; viv)
activado (1:2; m/m) organica acuosa
1) CHCI
2) MeOI—3| i i

i l OpB-M,, OpB-M,
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CH,Cl,-acetona 1:0 = 0:1; viv
Agathisflavona

Esquema 7.3. Fraccionamiento de OpB proveniente de O. polyantha Engl.: Separacion e
identifiacion de lupeol, B-sitosterol y agathisflavona.

Figura 7.4. Cromatografia de capa fina comparativa de la fraccion OpByex-FrCHCI; (1), B-sitosterol

(2) y lupeol (3). Esquema 7.3 (pag 147). Sistema de desarrollo, AN-6: a) visible; b) 254 nm; c) 365
nm; d) revelado AS, visible.
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Figura 7.5. Cromatografia de capa fina comparativa de las fracciones de OpB (1), OpB-Morg (2),
OpB-Mai (3), OpB-MAS-PI (4) y Agathisflavona patron (5). Esquema 7.3 (pag., 147). Sistema de
desarrollo, AN-2: a) visible; b) 254 nm; c) 365 nm; d) revelado AS, visible.

a) b)
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Figura 7.6. Cromatograma HPLC de la fraccion OpB-M1 identificada como agthisflavona: a) HPLC-

sistema 1, A = 330 nm, %pureza > 98%; b) espectro UV en eluente.

7.3.1.3. OpC (Soluble en MeOH-H,0; 1:1, insoluble en acetona)

Se ensayaron un total de nueve sistemas de solventes hidrofilicos a escala
semi-preparativa para optimizar el sistema que permitio la separacion de los
cuatro metabolitos mayoritarios de ésta muestra. Los sistemas de solventes
presentaban diferentes relaciones de t-BuOMe-n-BuOH-THF-ACN-0,2% TFA.
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Cada uno de los experimentos produjo buena resolucion de picos cromatograficos
con valores de K¢ entre 0,5y 2, pero diferian enormemente en la solubilidad de la
muestra, los sistemas que contenian THF fueron los que mostraron la mejor
separacion a expensas de la solubilidad de la muestra, al eliminar el THF y/o
sustituirlo por ACN, la solubilidad incrementaba. El sistema de solventes que
presento mejor disolucion de la muestra fue el conformado por t-BuOMe-n-BuOH-
ACN-0,2% TFA (3:5:2:10; viviviv). Sin embargo, a pequefia escala o escala semi-
preparativa (135 mg) la solucidon de la muestra debio ser filtrada antes de analizar
la muestra, como resultado se obtuvo una retencion de 51% y cuatro picos
cromatograficos (I-1V) con buena Rs (Fig. 7.7). Cada una de estas fracciones fue
analizada por espectrometria de masas de alta resolucion y se encontré que los
pesos moleculares de las fracciones correspondian a 593,3762; 577,3768;
609,3572 y 447,2834 y fueron denominadas OpC-2, OpC-3, OpC-4 y OpC-5
respectivamente, espectros 2-5.

La fraccion OpC-4 de peso molecular 609,3572 uma (espectro 4) se
identifico como el flavonoide glicosilado rutina. Adicionalmente, se cuantificd el
contenido de flavonoides totales como miliequivalentes de rutina en Op y en la
fraccion OpC (anexo, seccion A-1.2, pag., A-1). Como resultado el contenido de
flavonoides totales fue mayor en el extracto metanolico Op (22,5 + 0,4)% que en la
sub fraccion OpC (7,08 + 0,04)%, lo cual indica claramente que el contenido de
flavonoides totales expresado como miliequivalentes de rutina fue divido en las
distintas fracciones durante el tratamietno de Op de acuerdo con el esquema 6.5
(pag., 121), lo cual es logico ya que rutina no es completamente soluble el la
mezcla MeOH-H,0 (1:1; v/iv)*** 0 en acetona,?** y fue efectivamente detectado por
HPLC en las fracciones OpA y OpD. Para minimizar este fraccionamiento de los
flavonoides totales se realizé la cromatografia liquida al vacio (CLV) del extracto
metanolico soluble en metanol, (esquema 7.1; pag., 141), donde las fracciones
consecutivas OpG y OpH son enriquecidas en flavonoides totales (31,9 + 1,0) % y

(12,4 £ 0,3) % respectivamente.
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1
(Rutina)

Abs a 280 nm

tiempo (h)

Figura 7.7. Cromatograma a escala semi-preparativa de OpC proveniente de O. polyantha Engl.
Condiciones experimentales: Sistema de solventes: t-BuOMe-n-BuOH-ACN-0,2% TFA (3:5:2:10);
FE: fase organica; FM: fase acuosa; F= 1,3 mL/min; muestra: 135 mg disuelta en 18 mL (15:3;
organica/acuosa); %FE= 51%; velocidad de revolucién 800 rpm; deteccion 280 nm. | = (OpC-2 =
OpA-1); Il = (0OpC-3 = OpA-2); lll = (OpC-4 = OpA-3= Rutina); IV = OpC-5.

Al incrementar la cantidad de muestra OpC a escala preparativa (935 mg)
la FE decayd hasta 34%, causando la fusion de los picos cromatograficos. Para
mantener la retencion de FE se incrementd gradualmente el F desde 0,2 mL/min
hasta 2 mL/min durante los primeros 160 min y luego se apag6 la bomba por
espacio de 1 h, mientras que la rotacion continué encendida a 800 rpm, de esta
manera se mantuvo la misma retencion de FE que a escala semi-preparativa.
Hasta este punto se habian realizado un total de once experimentos para esta
muestra, nueve a escala semi-preparativa (100-150 mg) y dos a escala
preparativa (590 mg y 935 mg). Se unieron las fracciones comunes de los 11
experimentos previos y se denominaron OpC-Fr—OpC-Frs; éstas fueron
purificadas, e identificadas como OpC-2—OpC-5, empleando diferentes sistemas

de solventes para cada una tal como se ve en el anexo (Fig., A-4).
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7.3.1.4. OpD (Soluble en MeOH-H,0; 1:1, soluble en acetona)

La comparaciéon de las CCF de OpD, OpB y la sub-fraccibn OpB-Fris.31
mostro la presencia de la misma aglicona (agathisflavona), comprobando asi que
éste biflavonoide es el componente mayoritario de las fracciones OpB y OpD.
Sabiendo que el sistema de solventes CH,Cl,-MeOH-H,0 (4:2,5:2; v/v) produjo un
Kc ligeramente menor a la unidad para agathisflavona (Fig., 7.3), se decidio
cambiar el CH,CI, por CHCI3, ya que este ultimo produce sistemas de solventes
mas estables que los de CH,Cl,, y aumentar la proporcion de MeOH con la
finalidad de incrementar el valor de K¢ de agathisflavona y diluir las fracciones
correspondientes al frente del solvente para tener mejor retencion de FE y

purificar la biflavona en un solo paso cromatografico.

Con el nuevo sistema de solventes, CHCI3-MeOH-H,O (4:3,5:2; viviv) a
escala preparativa (875,40 mg), se produjo un total de 16 fracciones colectivas
analizadas por CCF (esquema 7.3). La fraccion OpD-5, resulté ser agathisflavona
pura (57,00 mg) la cual se obtuvo en un solo paso cromatografico.
Adicionalmente, se obtuvieron dos fracciones impuras con un componente
mayoritario cada una, OpD-Frg (20,31 mg) y OpD-Fri0.11 (22,70 mg) las cuales
fueron purificadas por CC con silica gel, desarrolladas con mezclas de CH,Cl,-
MeOH y CH,Cl,-n-BuOH-MeOH-H,O (fase organica) produciendo OpD-9 (4,91
mg) y OpD-10 (2,27 mg), respectivamente. Esquema 7.4.

Sabiendo que la agathisflavona es el componente mayoritario de la fraccion
OpD, se utilizo la técnica de refinamiento de la zona de pH en CCC para intentar
purificar este componente mas eficientemente. Sin embargo, no se logro una

separacion satisfactoria (tabla A-10, Fig., A-5).
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OpD
(875,40 mg)
HSCCC

CHCI;-MeOH-H,0 (4:3,5:2; v/v)
FM = F, g F= 2 mLmin™,

800 rpm, % FE=57%

! ! ! I8

!

OpD-Fr,-OpD-Fr, OpD-5; OpD-Fr,-OpD-Fry OpD-Fr, OpD-Fri51y  OpD-Fr ,-OpD-Fr,
57,00 mg 20,31 mg 22,70 mg
(puro) (impura) (impura)
Agathisflavona l ccb
cc?

OpD-10 (2,27 mQ)
Acido 4-hidroxibenzéico

OpD-9 (4,91 mg)
(6R,9S)-6'- (4"-hidroxibenzoil)-rosedsido

a) CH,Cl,-MeOH-n-BuOH-H,0 (4:1,5:0,1:2; v/v, fase organica)

b) CH,Cl,-MeOH (96:4; viv)

Esquema 7.4. Purificacion de agathisflavona, (6R,9S)-6'-(4"-hidroxibenzoil)-roseésido y acido 4-

hidroxibenzoico, provenientes de la fraccion OpD de O. polyantha Engl.243

Agathisflavona (OpD-5), fue caracterizada por su espectro de resonancia
magnética nuclear de protones, RMN-'H (espectros 6-7). OpD-10 fue identificado
como &cido 4-hidroxibenzéico por sus espectros de RMN-'H (espectros 8-9) y
RMN-*C  (espectro 10). OpD-9 fue identificado como (6R,9S)-6-(4"-
hidroxibenzoil)-rosedsido a través de sus espectros de UV-Vis (espectro 11), IR
(espectro 12), MS y MS/MS (espectros 13-14), RMN-'H (espectros 15-20), RMN-
13C (espectros 21-22), DEPT-135 (espectro 23), HMQC (espectros 24-27), HMBC
(espectros 28-30), COSY (espectros 31-34) y NOESY (espectros 35-37), todos
estos espectros son discutidos en los resultados fitoquimicos, seccion 7.4, Pag.,
195.
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7.3.2. Capraria biflora L. (toda la planta)
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HO

mannitol B-sitosterol

Figura 7.8. Metabolitos identificados en la especie C. biflora L.

7.3.2.1. CbA (Insoluble en MeOH-H,0; 1:1, insoluble en acetona)

Esta fraccion no presentd ningun efecto de inhibicion sobre la G-6-Pasa
microsomal, sin embargo mostré6 un efecto sinérgico con el sistema enzimatico,

(ésta fraccion no fue purificada en el presente trabajo).

7.3.2.2. CbB (Insoluble en MeOH-H,0; 1:1, soluble en acetona)

La revision bibliografica indica que ésta planta presenta quinonas
terpenoidales,?*?* las mismas han sido aisladas de extractos de éter de petréleo
y hexano, por lo que se enfocd el interés en la optimizacion del sistema de
solventes empleando algunos sistemas ya reportados para este tipo de
metabolitos como n-Hex-AcOEt-ROH-H,O; (R= Et 6 Me).>**?* Por ello, se
determinaron los K¢, por meétodos espectrofotométricos, empleando varios

sistemas de solventes (tabla 7.6).

Aln cuando en los ensayos a escala analitica se obtuvo buena separacién
de picos cromatograficos (Fig., A-6, pag., Al7), en la extrapolacion a escala
preparativa se evidencid la fusidbn de picos cromatograficos de interés,

basicamente debido a la disminucién del %FE.
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Tabla 7.6. Coeficientes de distribucion de la fraccion Cb-B en sistemas de solventes hidrofébicos.

Sistema de solventes

KC(FS/FI) a 280 nm
ACN  nHex AcOEt MeOH EtOH  H,0  0.2% TFAmo

1 1" 0 0 0 0 0 0,454
0 1 0 1 0 0 0 0,490
0 2 3 2,5 0 0 1,7 1,974
0 3,2 2,8 0 2,8 1 0 0,425
0 3,2 2,8 0 2,8 1 0,422
0 2,8 3,2 0 2,8 1 0 0,543
0 2,8 3,2 0 2,2 1,6 0 1,802
0 2,8 3,2 0 2,5 1,3 0 0,990
0 2,8 3,2 0 2,5 0 1,3 1,308

* Contiene 0,2% TFA en todo el sistema de solventes.

Sabiendo que las naftoquinonas y los sesquiterpenos reportados para C.
biflora L., han sido recristalizados de éter de petrdleo y de di-iso-propiléter
(secciones 2.6.1 y 2.6.2) y haciendo uso de los resultados expresados en la tabla
7.6 se aplico el fraccionamiento para CbB (esquema 7.6) con la finalidad de
determinar nucleos terpenoidales del tipo naftoquinona. Asi, el tratamiento con n-
hexano de la fraccion CbB produjo una parte soluble y otra insoluble,
denominadas Cbl y CbJ, respectivamente (esquema 7.6). Cbl se obtuvo como una
pasta higroscopica de color verde oscuro, rica en clorofila, la cual fue eliminada

utilizando el método reportado en la literatura,?*

aplicado anteriormente para
OpBuex- Asi, se utilizé una CC rellena de celita 545-carbon activado (2:1; p/p) la
cual fue eluida con CHCI3 y posteriormente con MeOH. La fracciéon de CHCI; (Cbl-
FrCHCI3) produjo un solido amarillo claro que contiene el esteroide B-sitosterol,

determinados por CCF comparativa (Fig. 7.9).

El espectro de UV de la fraccion Cbl-FrCHCI; presentd una banda débil de
aborcion con maximo 555 nm, la cual esta asociada a las quinonas terpenoidales
previamente reportadas en la especie C. biflora L. Adicionalmente, coincide con el
espectro de UV del extracto de éter de petroleo de las raices de Capraria biflora L.
(CbR-EP).
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CbB
n-Hexano
soluble insoluble
Cbl ChJ

cc t-BuOMe

Celita 545-Carbon

activado (1:2; m/m) soluble insoluble

1) CHCI

2) MeOI—3| i i

l l CbK CbL
HPLC HPLC
Cbl-FrCHCI, Cbl-FrMeOH
CCF i iy
AN-6 Porfirinas, Porfirinas,
Polifenoles Polifenoles

B-sitosterol (Rf 0,38)
Quinona (Rf 0,16)

Esquema 7.6. Fraccionamiento de CbB proveniente de C. biflora L.: Separacion de p-sitosterol y

derivados clorofilicos tipo feoforbido-a.

Figura 7.9. Cromatografia de capa fina comparativa de Cbl (1), Cbl-FrCHCI; (2), CbK (3), CbL (4)
y B-sitosterol (5). Sistema de desarrollo; AN-6: a) Visible; b) 254 nm; c) 365 nm; d) Revelado AS,

365 nm, calentamiento suave; e) Revelado AS, visible calentamiento prolongado.
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Por otra parte, la fraccibn CbJ fue tratada con t-BuOMe con lo cual se
obtuvieron dos fracciones denominadas CbK y CbL las cuales corresponden a la
parte soluble e insoluble, respectivamente (esquema 7.5).

Sabiendo que las porfirinas presentan maximos de absorcion caréateristicos
entre 400-435 nm y 666 nm, los compuestos aromaticos conjugados del tipo acido
cindmico, cumarico o caféico tienen maximos de absorcién entre 300-330 nm y los
nucleos tipo flavona presentan maximo entre 330-340 nm, se realizd el analisis
cromatografico de las fracciones CbK y CbL por CCF (Fig., 7.10) y por HPLC y se
presume que contienen derivados de clorofila del tipo porfirina (Fig., 7.11) y
compuestos aromaticos derivados de los acidos fenilpropanoides antes
mencionados (Fig., 7.12).

1 n m

Figura 7.10. Cromatografia de capa fina comparativa de las fracciones Cbl (1), Cbl-FrCHCI; (2),
CbK (3) y CbL (4) obtenidas en el esquema 7.6 (pag 156). Sistema de desarrollo; AN-2: a) Visible;
b) 254 nm; c) 365 nm; d) Revelado AS, visible; e) Revelado KOH/EtOH, 365 nm.
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Figura 7.11.- Cromatograma por HPLC-sistema-2 de las fracciones CbL y CbK provenientes de
C. biflora L., (esquema 7.4, pag., 153).
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Figura 7.12.- Cromatograma por HPLC-sistema-1 de las fracciones CbP, CbL, CbK y CbN
provenientes de C. biflora L., (esquema 7.4, pag., 153).
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7.3.2.3. CbC (Soluble en MeOH-H,0; 1:1, insoluble en acetona)

Antes de realizar el experimento de CCC se notd que la muestra
presentaba un solido blanco insoluble en MeOH, por lo que se procedio a lavar
una porcion de la muestra (2648 mg) con éste solvente. La fraccion insoluble (513
mg), fue un sdlido blanco-opaco soluble en agua, el cual fue denominado CbE e
identificado como manitol, mientras que la fraccion soluble fue una pasta
higroscépica denominada CbF (~1800 mg). Esta dltima fraccién fue analizada por
HSCCC a escala analitica (74 mg) empleando un sistema de solventes hidrofilico
compuesto por AcOEt-n-BuOH-H,0O (2:3:5; v/v) el cual produjo una retencion de
65% Yy cuatro picos cromatograficos con buena resolucién (Figs., 7.13a y A-7).
Con el objetivo de purificar el componente mayoritario con Kc= 2, se utilizo toda la
muestra CbF (~1800 mg) pero la retencion de FE disminuyo hasta 41% y la
purificacion del componente fue insuficiente. Sin embargo, la utilidad de éste
experimento fue evidente al obtener dos picos cromatograficos bien resueltos con
Kc mayor a 2 y menor a 4, correspondientes a dos solidos blancos-opacos,
denominados CbF-5 y CbF-6 respectivamente. CbF-5 fue idéntico en
comportamiento por CCF a CbD-5 (Fig., 7.13).

7.3.2.4. CbD (Soluble en MeOH-H,0; 1:1, soluble en acetona)

Debido a la similitud en la inhibicion sobre el sistema de la G-6-Pasa
microsomal, entre las fracciones CbC y CbD, (tabla 7.3), se decidi6 comparar
cromatograficamente las dos fracciones; para ello, se aplicd el mismo sistema de
solventes en ambas y se encontrd que, basicamente, tienen la misma

composicion pero en diferentes proporciones (Fig., 7.13).
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Figura 7.13. Cromatogramas a escala analitica de: a) -- CbF y b) —CbD provenientes de C. biflora
L., Condiciones experimentales: Sistema de solventes: AcOEt-n-BuOH-H,O (2:3:5); FE: fase
organica; FM: fase acuosa; F: 1,5 mL/min: Muestra: a) 74 mg en 6 mL (3:3; organica/acuosa), b)
50 mg en 7 mL (4:3; organica acuosa); %FE= a) 65% y b) 66%; revolucion 850 rpm; deteccion 280

nm.

Adicionalmente a la comparacion por HSCCC, se realiz6 una CCF
comparativa de CbC y CbD, revelada con HCl-AcOH (8:2; v/v). El resultado
mostréo que los componentes mayoritarios de estas fracciones son iridoides,
considerados marcadores quimiotaxonémicos de la familia Schrophulariaceae,?*®
mientras que al ser reveladas con AS se observan coloraciones moradas y
amarillas. El color morado corresponde a terpenos altamente oxigenados
corroborando la presencia de iridoides, mientras que las manchas amarillas
indican la presencia de polifenoles o flavonoides. Sin embargo, por CCF y HPLC
no se corresponden con los flavonoides naringenina y niringina los cuales han

sido previamente reportados en la especie C. biflora L.
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7.3.2.5. CbH (Soluble en MeOH-H,0; 1:1, extraida con n-BuOH)

Con el andlisis anteriormente descrito para las fracciones CbC y CbD se
cred un nuevo esquema de fraccionamiento para la fraccion soluble en MeOH-
H.O (1:1; v/v), descrita en el esquema 6.5 (pag 121), el cual consistio en
particionar con n-BuOH-H,0O, en lugar del tratamiento con acetona. Dicha particion
esta basada en la revision bibliogréfica para los procedimientos de extraccion y

analisis de iridoides.?*°

El extracto metandlico de C. biflora L. fue tratado por solubilidad con
MeOH-H,0 (1:1; v/v), la fraccidn soluble fue concentrada a presion reducida hasta
obtener una pasta higroscopica, la cual fue suspendida en H,O y extraida
sucesivamente con varias porciones de n-BuOH saturado de H,O. Tanto la fase
acuosa como la organica fueron concentradas a presion reducida separadamente,
y fueron denominadas CbG y CbH, respectivamente (esquema 7.4). La fraccion
acuosa (CbG), presentd mayormente un contenido glicosidico, mientras que la
fraccion CbH fue una pasta higroscopica la cual fue tratada con MeOH para tener
dos nuevas fracciones una insoluble (CbM) y otra soluble (CbN). Esta dltima
presentd un alto contenido de iridoides y ausencia total de los flavonoides
naringina y naringenina los cuales han sido reportados previamente en la

literatura.®%6*

Adicionalmente, el tratamiento con n-BuOH también fue aplicado sobre una
porcion de la fraccion CbC, donde se obtuvo la fraccion CbO (fase acuosa:
azucares) y CbP (fase n-BuOH: Iridoides y polifenoles). Debido a que esta ultima
fraccion (CbP) resulté ser idéntica en comportamiento cromatografico por HPLC
qgue la fraccién CbN (Fig., 7.9y), se tiene que el procedimiento fue satisfactorio
para extraer los metabolitos secundarios polares presentes en C. biflora L.
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7.3.2.6. CbM (Soluble en MeOH-H,0; extraida con n-BuOH; insoluble en
MeOH)

La fraccion CbM fue recristalizada varias veces de EtOH (esquema 7.7), lo
que produjo un soélido blanco en forma de agujas, denominado CbM-2 de Pfey
169-171 °C, éste presentd las mismas caracteristicas observadas para el solido
CbE (seccion 7.3.2.2, pag., 156) por lo que se realiz6 un derivado semisintético
con py/Ac,0O denominado CbM-2Ac, el cual se obtuvo con 95% de rendimiento, y
se recristalizé de Et,0O y presentd un Pfey, 129-130 °C, dicha informacion confirmo
la identidad de CbM-2 como manitol, el cual ha sido previamente reportado para la
planta C. biflora L.%*
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7.3.3. Cassia fruticosa Mill. (Ramas y Hojas)
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ch\o

3
B-sitosterol Ester de &cido graso de B-sitosterol

o OH

Kaempferol 3-O-rutinosido

OH

Kaempferol 3-O-(2"-ramnosil)rutinosido

Figura 7.14. Metabolitos identificados en la especie C. fruticosa Mill.

7.3.3.1. CfR-A y CfA (insoluble en MeOH-H,0; insoluble en acetona)

Las fracciones CfR-A y CfA, provenienes de las ramas y partes aéreas
respectivamente colectadas en un periodo lluvioso, estuvieron constiuidas por
antraquinonas fenolicas de caracter lipofilico (ver anexo, seccion A-3.1), éste tipo

de metabolitos ha sido previamente reportado para la especie C. kleinii.®>%®

170



Seccion lll, Capitulo 7 — Resultados—Discusion.

7.3.3.2. CfR-B y CfB (insoluble en MeOH-H,0; soluble en acetona)

Las fracciones CfR-B y CfB, presentaron basicamente compuestos
fendlicos del tipo estilbenoides y antraquinonas (ver anexo, seccion A-3.2), y
fueron analizadas por fraccionamiento acido-base (ver anexo, esquema Al),
refinamiento de la zona de pH en HSCCC (Fig. A10), asi como por hidrdlisis del

extracto metandlico de ramas y partes aéreas (esquema A2).

7.3.3.3. CfR-C y CfC (soluble en MeOH-H,0; insoluble en acetona)

Las fracciones CfR-C y CfC, presentaron basicamente compuestos
fendlicos del tipo flavonoidal (ver anexo, seccion A-3.3) pero la comparacion
cromatografica por HSCCC utilizando el sistema de solventes hidrofilicos (t-
BuOMe-n-BuOH-THF-0,2%TFA: 2:2:1:5 v/v/vlv) indica que son compuestos
diferentes entre si (Fig., 7.15).

a) CfR-C

Abs a 280 nm

b) CfC

0 1 2 3 4 5
tiempo (h)
Figura 7.15. Cromatogramas a escala analitica de fracciones proveniente de C. fruticosa Mill.,
ramas (CfR-C) y hojas (CfC), colectadas en periodo lluvioso. Condiciones experimentales: Sistema
de solventes: t-BuOMe-n-BuOH-THF-0,2% TFA (2:2:1:5); FE: fase organica; FM: fase acuosa; F=

2 mL/min; velocidad de revolucion 800 rpm; deteccién a 280 nm; muestra disuelta en 10 mL (5:5;
organica/acuosa); a) muestra CfR-C: 135 mg; %FE= 63%; b) muestra CfC: 113 mg; %FE= 59%.
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Abs a 280 nm

3
tiempo (h)

Figura 7.16. Cromatograma a escala analitica de CfR-C proveniente de las ramas de C. fruticosa
Mill., colectadas en periodo lluvioso. Condiciones experimentales: Sistema de solventes: t-BuOMe-
n-BuOH-THF-0,2% TFA (1:3:1:5); FE: fase organica; FM: fase acuosa; F= 2 mL/min; velocidad de
revolucion 800 rpm; muestra: 200 mg disuelta en 10 mL (1:1; organica/acuosa); %FE= 54% vy
deteccion a 280 nm. | = CfR-C1,; Il = CfR-C2; lll = CfR-C3.

El sistema de solventes Optimo para la separacion de los metabolitos
flavonoidales provenientes de las ramas de C. fruticosa Mill., estuvo conformado
por (t-BuOMe-n-BuOH-THF-0,2%TFA: 1:3:1:5 v/viviv) (Fig., 7.16, seccion A-3.3),
el mismo es mas hidrofilico que los utilizados para la fraccion CfC (Fig., 7.15b),
por tanto los flavonoides de las ramas son mas polares que los provenientes de

las hojas.

7.3.3.4. CfR-D y CfD (soluble en MeOH-H,0; soluble en acetona)

Las fracciones CfC y CfD contienen basicamente la misma composicion
referente a los metabolitos secundarios (Seccion A-3.3), pero difieren
enormemente en el contenido glicosidico siendo éste mucho mayor en la fraccién
insoluble en acetona (CfC, esquema 6.5, pag 121), lo cual explica las diferencias
encontradas en los porcentajes de inhibicion sobre la G-6-Pasa (tabla 7.3). Por lo
tanto, el tratamiento con acetona de la fraccion 2 (esquema 6.5, pag., 121) fue util

para estudiar los metabolitos secundarios presentes en las hojas y ramas de C.
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fruticosa Mill. Este comportamiento también fue encontrado para las fracciones
CfR-C y CfR-D provenientes de las ramas de C. fruticosa Mil. Como
consecuencia, el contenido de metabolitos secundarios polares fue estudiado solo
con las fracciones (CfR-C y CfC). Asi, éstas fracciones fueron tratadas con MeOH
o particionadas con el sistema de solventes conformado por (t-BuOMe-n-BuOH-
THF-0,2%TFA: 1:3:1:5 v/viviv).

7.3.3.5. CfR-E y CfE (soluble en MeOH-H,0; insoluble en acetona y MeOH)

Para las ramas de C. fruticosa Mill., el contenido glicosidico fue obtenido de
dos maneras a partir de la fraccion CfR-C. En la primera, la fraccién fué lavada
con MeOH, donde el resto insoluble fue un solido blanco-opaco infinitamente
soluble en agua e insoluble en solventes organicos como: n-Hexano, CH,Cl,,
CHCI3, AcOEt, Acetona, MeOH, EtOH. Dichas caracteristicas confirmaron la
presencia de componentes glicosidicos y se identific6 como CfR-E, por otra parte,
la porcién soluble en metanol fue rotulada como CfR-F. La segunda forma de
obtencion de éstos comoponetes se realizo por particion de la fraccion CfR-C con
el sistema de solventes conformado por (t-BuOMe-n-BuOH-THF-0,2%TFA: 1:3:1:5
vivivlv), donde la fase acuosa fue una pasta higroscOpica de caracteristicas
similares a CfR-E y fue rotulada como CfR-G, mientras que la fase organica fue
rotulada como CfR-H. Las fracciones CfR-F y CfR-H fueron ricas en metabolitos
secundarios polares cuyo comportamiento por CCF fue comparable al obtenido
con CfR-D (tabla A-3, esquema 7.10).

Al usar las hojas y realizar el tratamiento de igual manera que el utilizado
con las ramas, se obtuvo las fracciones CfE (solido blanco) y CfG (pasta
higroscopica) que presentaron caracteristicas glicosidicas similares a CfR-E y
CfR-G respectivamente las cuales fueron descritas anteriormente. Adicinalmente,
se obtuvo las fracciones CfF y CfH las cuales presentaron caracteristicas similares

a las observadas por CCF en CfD.
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CfR

CfR-C CfR-D
Metabolitos
| polares
Porciéon 1 Porcién 2
t-BuOMe-n-BuOH-THF-0,2%TFA
MeOH (2:3:1:5; viv) .
insoluble soluble acuosa organica

v il v v

CfR-E CfR-F CfR-G CfR-H
glicésido Metabolitos Azlcares Metabolitos
polares polares

Esquema 7.10. Fraccionamiento del extracto metandlico de las ramas de C. fruticosa Mill., para

obtener los metabolitos secundarios polares

7.3.3.6. CfR-F y CfF (soluble en MeOH-H,0; insoluble en acetona; soluble en
MeOH)

Las fracciones CfR-E y CfE (esquema 7.10), corresponden a la parte
insoluble en MeOH proveniente de las fracciones CfR-C y CfC respectivamente
(seccion 7.3.3.5). Mientras que, la parte soluble (denominadas CfR-F y CfF)
fueron fracciones ricas en metabolitos secundarios polares. Por HSCCC, se
confirmé que CfF y CfD contienen los mismos metabolitos secundarios (seccion A-
3.3, Fig. 7.17)
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Figura 7.17. Cromatogramas a escala analitica de Cf proveniente de C. fruticosa Mill., provniente
de las hojas recolectadas en periodo lluvioso. Condiciones experimentales: FE: fase organica; FM:
fase acuosa; F= 2 mL/min; velocidad de revolucién 800 rpm; deteccion a 280 nm; muestra disuelta
en 10 mL (5:5; organica/acuosa); a) muestra CfC: 113 mg; Sistema de solventes: t-BuOMe-n-
BUOH-THF-0,2% TFA (2:2:1:5); %FE= 59%; b) muestra CfD: 37 mg; Sistema de solventes: AcOEt-
n-BuOH-MeOH-0,2% TFA (4,5:0,5:1:5); %FE= 37%; c) muestra CfF (CfCso.meon): 170 mg; Sistema
de solventes: t-BuOMe-AcOEt-n-BuOH-EtOH-THF:0,2% TFA (2:4,5:2,5:1:1:10); %FE= 55%. | =
CfD-1 = CfC-1; Il = CfD-2 = CfC-2; lll = CfD-3 = CfC-3; IV = CfD-4 = CfC-4; V = CfD-5 = CfC-5.

175



Bermuadez J., et al., (2015)

7.3.3.7. CfR-H; soluble en MeOH-H,0; insoluble en acetona; Fase organica
del sistema de solventes (t-BuOMe-n-BUOH-THF-0,2%TFA: 1:3:1:5 v/v/viv)

Sabiendo que CfR-D y CfR-C tiene la misma composicion de metabolitos
secundarios polares, se realizé la particion de CfR-C con el sistema de solventes
conformado por (t-BuOMe-n-BuOH-THF-0,2%TFA: 1:3:1:5 v/v/v/v) donde la fase
organica se rotul6 como CfR-H (esquema 7.10) y se utilizé para construir dos
columnas para cromatografia contracorriente, una analitica y otra preparativa de

54 mL y 310 mL de volumen total respectivamente (ver anexo, seccion A-4).

Con la columna analitica para CCC, se utilizo el sistema de solventes
AcOEt-EtOH-0,2%TFA (5:1:5; viviv) y se compard con el resultado previamente
obtenido para CfR-D con una columna comercial de 325 mL de capacidad (Fig.,
7.18). Adicionalmente, se utiliz6 dos longitudes de onda (280 y 360 nm) para la

deteccion de los componentes (Fig., 7.19).

a) b)

WVL:280 nn|

K=2
&

1%
\!\ ]\d /

Ln

a 280 nm

Abs

tempo )

Figura 7.18.- Cromatogramas de HSCCC para fracciones de C. fruticosa Mill., deteccion a 280 nm:
a) CfR-D, columna comercial (325 mL); b) CfR-H, columna analitica (54 mL) fabricada en el

Laboratorio de Productos Naturales, UCV.
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Figura 7.19.- Cromatogramas comparativos de HSCCC para la muestra CfR-H utilizando una

columna anlitica de 54 mL a: 280 nm (linea negra) y 360 nm (linea rosada).

Por otra parte, también se realizo la comparacion preparativa utilizando las
columnas de 325 mL (comercial) y 310 mL (fabricada), al utilizar la cloumna
fabricada se empled la deteccion a 360 nm (Fig., 7.20)

a) b)

6.000

ImAU WVL:360 n

5.0007
4.000+

/\ 3.000
Wa o
=

= 1.000 T T T T T T T T T
[1} i 2 K 4 ) [} [¢] 25 50 75 100 125 150 175 200 235

tiempo )

Abs a 280 rm

Figura 7.20.- Cromatogramas para la muestra fitoquimica CfR-D, a) 603 mg de muestra, columna

comercial (325 mL), 280 nm; b) 1500 mg de muestra, columna preparativa (310 mL) a 360 nm.
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7.3.3.8. CfH (insoluble en MeOH-H,0; soluble en acetona; Fase organica del
sistema de solventes (t-BuOMe-n-BuOH-THF-0,2%TFA: 1:3:1:5 v/viviv)

La fraccion CfH, fue estudiada por cromatografia flash,?*°

para ello se
realizd el analisis por CCF empleando el sistema de solventes conformado por
CH.Cl,-MeOH donde se determind que la relacion de volimenes de (8:2; v/v)
representod la mejor separacion de los componente de interés, ya que los mismos
presentaron Rf de 0,1 y 0,2 lo que implica un ACV=5 que en cromatografia flash
es (til para la separacion de los componentes involucrados. Asi, se sembré 550,8
mg de la fraccion en un cartucho de silica gel y utilizé una elucion por gradiente,
de acuerdo a la siguiente: 5% de CH,Cl, (1 CV); de 5-30% de CH,Cl, (10 CV),
manteniéndose de manera isocratica en 30% por 5,2 CV. El flujo de la fase maovil
fue de 25 mL/min y se obtuvieron 82 fracciones (7 mL; c/u); mientras que la

deteccion fue a 280 y 360 nm (Fig., 7.21).

41 100
A A
T ma %

P [\ A. el
| d\
h -1
n / | 1\ (]
" NEEHT Y Leo
I. I|“f- I,
] [ J‘ﬁf‘. g S0
L
0 3 M 40
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________________________________ 11 I e 5 :_fm-xumo_mn'
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Figura 7.21. Cromatograma de la elucién de la fraccion CfH, con el sistema de solventes CH,Cl,-
MeOH (5:95 - 30:70; v/v).

Las primeras 30 fracciones fueron analizadas por CCF utilizando el sistema

de solventes AN-6, y las fracciones restantes con AN-2. Cada una de las placas

cromatograficas fue revelada con AS y fueron agrupadas de acuerdo al perfil
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cromatografico comun. Las fracciones mas representativas fueron las uniones 55-
58 y 72-82, dichas uniones presentaron restos terpenoidales por lo que fueron

lavadas con Et,O, demonimadas CfH-1 y CfH-2 respectivamente.

7.3.3.9. Hidrdlisis y fraccionamiento del extracto metandlico de Cassia
fruticosa Mill., colectada en un periodo de sequia.

Con la hidrdlisis acida de los extractos metandlicos (provenientes de ramas
(CfRS) y hojas (CfS) colectadas en un periodo de sequia) se obtuvo el mismo
perfil cromatografico de las fracciones CfRS-B y CfSB obtenidas por solubilidad en
MeOH-H,0 y acetona (esquema 6.5, pag., 121). Sin embargo, no se incrementé la
cantidad de agliconas presente en CfR-B y CfB (tabla 7.7), colectadas en periodo
lluvioso, donde la fase organica remanente de las extracciones basicas

correspondio a un alto porcentaje del extracto original.

Tabla 7.7. Extracciones acido-base de C. fruticosa Mill., colectada en un periodo de sequia, de la

fraccion B (insoluble en MeOH-H,O (1:1; v/v); soluble en acetona) y de la hidrélisis del extracto

metandlico.
5 Peso  Precipitado  Extracciones con soluciones basicas al 5%
Fraccion Forg. (9)
(@) (9) NaHCOz(g)  Na,COs (g) NaOH (g)

CfsB 39,78 NA 0,3830 0,2928 0,2395 >25
CIS higsisis) 39,61 NA 0,1790 0,0412 0,0524 >30
CfRS-B 5,39 NA 0,0889 0,3268 0,3607 1,25
CIRS niasiisis) 50,07 11,9753 0,2347° 0,5737° 0,3624" 10,18

+0,0636° +0,1854°¢ +0,1884°

a) pasta higroscopica; b) sélido obtenido al acidificar (pH 2-3) la fase acuosa de la extraccion
béasica correspondiente; c) sélido aceitoso obtenido por extraccion con CH,CI, de la fase acuosa
acidificada a pH 2-3; d) el tratamiento con MeOH produjo un sélido blanco en forma de agujas

(85,5 mg) y un aceite amarillo (17,8 mg); e) sélido blanco en forma de agujas, insoluble en MeOH.

Por otra parte, las hidrdlisis de los extractos metandlicos de las ramas
recolectadas en un periodo de sequia (noviembre, CfRS) o en un periodo lluvioso

(junio, CfR) presentaron un comportamiento similar, es decir, tampoco se obtuvo
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un incremento en la cantidad de agliconas extraibles por bases inorganicas. Sin
embargo, durante la hidrdlisis acida del extracto metandlico de CfRS se obtuvo un
precipitado abundante (CfRS-Hiinsoiubie) Y Una solucion cloroférmica (CfRS-Hisgiuple)
que fue sometida a extracciones sucesivas con soluciones acuosas al 5% de
NaHCO3(ac), Na;COs(ac) Yy NaOH(ac) quedando una fase organica remanente (CfRS-
Hiso-Forg) que, al igual que el precipitado, representd un alto porcentaje del

extracto metanolico inicial (tabla 7.7, esquema 7,11).

La fraccion CfRS-NaOH (362,4 mg) se sometié a purificacién por CC*°y se
aislaron dos sélidos amarillos denominados CfRS-1 y CfRS-2 de caracteristicas
antraquindnicas cuyos valores de Rf en AN-6 son: 0,75 y 0,79 respectivamente.
Sin embargo, por RMN-'H se observaron sélo tres sefiales y en RMN-C no se
observé sefial alguna aun cuando se utiliz6 25 mg de muestra y un tiempo de
acumulacion de sefales de 24 a 48 h, por lo que dichos componentes no fueron

identificados estructuralmente.
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CfRS (50,0 g)
Hidrdlisis acida
CHCIl,-MeOH-H,S0 50, (1:1:2; VIv)

reflujo 3h
soluble insoluble
CfRS-Hi .
(soluble) CfRS-Hi i 1up1e)
(11,9753 g)
Porcion 1 Porcidn 2
(9,5370 9) (254 9)
n-Hex-MeOH
n-Hex MeOH *CLV-S”iC&
+ +
CfRS-Hij, Hex CfRS-Hi,,MeOH
(428,3 mg) (9,1087 g)
CC-Flash CLV-Silica
L i i 1) n-Hexano
2) n-Hexano-AcOEt (1:9; v/v)
Fr-(1-2) Fr-(3-6) Fr-(7-30) 3) n-Hexano-AcOEt (1:1; v/v)
impuro puro impuro 4) AcOEt
J, 5) AcOEt-MeOH (9:1; v/v)
6) MeOH
CfRS-3 (10,6 mg) i L L i L i
-sitosterol palmitato-*/H
p-sitosterol paimitato-ysH,0 Fr-1 Fr-2 Fr-3 Fr-4 Fr-5 Fr-6
CPP CPP
(AN-6) (AN-6)

Fr-5a, Fr-5b, Fr-5c.
X RMN-1H;
RMN-3C

Esquema 7.11. Hidrolisis acida del extracto metandlico de las ramas de C. fruticosa Mill.,

[Fr-4a, Fr-4b, Fr-AC;]

250

colectadas en un periodo seco: Aislamiento de CfRS-3, B-sitosterol palmitatos'/,*H,0. **° (continta)
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Una porcion (2,54 g) de la fraccion CfRS-Hi fue tratada por CC-silica eluida
con mezclas de polaridad creciente de CH,Cl,-MeOH y se observo que la muestra
contenia metabolitos poco polares como componentes minoritarios. De modo que,
la segunda porcion de CfRS-Hi (9,5370 g) fue particionada con MeOH-Hex, para
ello se disolvié en MeOH (50 mL) y se extrajo repetidamente con n-hexano (5x 25
mL). Asi se obtuvo las fracciones de n-hexano (CfRS-Hi-Hex; 428,3 mg) y MeOH
(CfRS-Hi-MeOH; 9,1087 g).

La fraccion CfRS-Higns-Hex (428,3 mg) fue estudiada por cromatografia

h?*° utilizando el equipo Isolera One®, para ello se realizé el analisis por CCF

flas
empleando el sistema de elucion conformado por tolueno-AcOEt, y se determind
el gradiente 6ptimo fue el siguiente: 1% tolueno (1 VC); de 1 - 14% de tolueno (10
CV), manteniéndose de manera isocratica en 14% por 2 CV. El flujo de la fase
movil fue de 25 mL/min y se obtuvieron 66 fracciones (7 mL; c/u); mientras que la
deteccion fue a 254 y 280 nm. Las fracciones 3-6 contuvieron un solo componente
de Rf 0,79 con A-1, el cual presentd una coloracion morada al ser revelado con
AS y fue denominado CfRS-3, inicialmente fue identificado como un ester de acido

250
l,

graso de [-sitostero y en la presente investigacion se establecio su identidad

como B-sitosterol palmitatos*/,*H-0.

Por otra parte, la fraccion (CfRS-Higns-MeOH) fue fraccionada por CLV con
mezclas de n-Hex-AcOEt-MeOH de polaridad creciente y se obtuvieron 6
fracciones, donde las fracciones 4 y la 5 presentaron al menos tres manchas
comunes de caracteristicas antraquindnicas, las cuales se purificaron por
separado empleando placas preparativas. Sin embargo, por RMH-'H se
obtuvieron sefiales en comun con los sélidos CfRS-1 y CfRS-2, mientras que, por

RMN-"3C no se obtuvo sefial alguna para caracterizar dichos componentes.
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7.3.5. Ruellia tuberosa L. (raices y partes aéreas)

Rt

MeOH-H,0 (1:1; v/v)

insoluble soluble
Fr-1 Fr-2
Acetona Acetona
insoluble soluble insoluble soluble
RtA RtB RtC RtD
LCCF MeOH
lupeol insoluble soluble
betulina
B-sitosterol l' i
RtE RtF
t-BuOMe-BuOH-THF-0,2%TFA
(2:2:1:5; viv)
organica acuosa
RtJ Rtl
t-BuOMe-BuOH-THF-0,2%TFA i
organica (5:2:3:5, viv) acuosa Azlcares
RtS RtQ

MeOH-H,0 (3:7; v/v)-CH,Cl, MeOH-H,0 (3:7; v/v)-CH,Cl,

organica acuosa organica acuosa
RtSo,, RtS,. RtQq/q RtQ,.
iCCF LCCF CCF lCCF
Terpenos Polifenoles Terpenos Polifenoles
aromaricos

aromaticos

Esquema 7.12. Resumen general del fraccionamiento realizado para las partes aéreas de R.

tuberosa L.
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HO

B-sitosterol H lupeol
(esteroide) OH betulina

(triterpenos)

Figura 7.22. Metabolitos identificados en la especie R. tuberosa L.

Utilizando los resultados cromatograficos por HSCCC para RtR-C y RtC
(Figs., 7.23, A-19 y A-20), se desarrollo un esquema de fraccionamiento para cada
parte de la planta (esquemas 7.12 y 7.13), logrando separar fracciones de
composicion terpenoidal alifatica, terpenoidal aromatica, polifenoles y glicosidos.
La composicion terpenoidal alifatica estuvo conformada por: lupeol, betulina y p-

sitosterol.

7.3.5.1. RtB (insoluble en MeOH-H,0; insoluble en acetona)

La fraccion RtB, fue una pasta de color verde oscuro (rica en clorofilas) que
presentd un comportamiento por CCF similar a RtR-1 y RtR-K (esquema 7.12),
donde los componentes mayoritarios fueron lupeol, p-sitosterol y betulina,

respectivamente.

7.3.5.2. RtR-C y RtC (insoluble en MeOH-H,0; insoluble en acetona)

Sabiendo que las fracciones RtR-C y RtC, estaban conformadas

basicamente por los mismos metabolitos azlcares, terpenos aromaticos y
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polifenoles en diferentes proporciones (Fig., 7.23; Anexo; secciones A-5.1 y A-
5.3), se desarrollo un esquema de fraccionamiento para cada parte una de ellas

(esquemas 7.12 y 7.13).

Inicialmente, el contenido glicosidico fue eliminado con la particion en el
sistema de solventes t-BuOMe-n-BuOH-THF-0,2%TFA (2:2:1:5; viviviv) ya que
todos los metabolitos secundarios presente en la planta R. tuberosa L., tanto en el
extracto metandlico como en las fracciones C, poseen un coeficiente de
distribucion favorecido hacia la fase organica, mientras que el contenido
glicosidico permanecié en la fase acuosa. Otra forma en que se elimind el
contenido glicosidico fue por tratamiento con MeOH de la fraccion RtC, donde se
produjo un solido y una pasta higroscopica demoninados RtE y RtF,

respectivamente (esquema 7.12).

a) RtC
IS
c
&
Q b) RtR-C
©
[72]
2 ¢) RtD /\/\

d) RtR-D J\/\

0 1 2 3 4 5 6 7

tiempo (h)

Figura 7.23. Cromatogramas a escala analitica de las fracciones C y D provenientes de las raices
y partes aéreas de R. tuberosa L. Condiciones experimentales: Sistema de solventes: AcOEt-
EtOH-0,2% TFA (5:1:5; viviv); FE: fase organica; FM: fase acuosa; velocidad de revoluciéon 800
rpm; deteccion a 280 nm; a) RtC: 70 mg; F= 1,3 mL/min; %FE= 52%; b) RtR-C: 165 mg; F= 1,2
mL/min; %FE= 59%; c) RtD: 70 mg; F= 1,7 mL/min; %FE= 50%; d) RtR-D: 47 mg; F= 1,5 mL/min;
%FE= 47%.
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1
1.200

mAU WVL:330 nm

1.00(%:
80(%:
60(%:
40(}:

200

Figura 7.24. Cromatograma HPLC de las fracciones Rt y RtJ (esquema 7.12, pag., 184): HPLC-
Sistema-1, A = 330 nm.

La fraccion RtF (esquema 7.12, pag., 184) fue particionada con el sistema
de solventes t-BuOMe-n-BuOH-THF-0,2%TFA (2:2:1:5; v/vivlv) donde la fase
organica denominada RtJ presenté el mismo patron cromatografico por HPLC que
el extracto metandlico Rt (Fig., 7.24), es decir el fraccionamiento de Rt hasta la
obtencion de RtJ fue eficiente para obtener una fraccion enriquecida en los
metabolitos secundarios mayoritarios presentes en el extracto metandlico Rt.

Ademas, se elimind el contenido glicosidico presente en Rt.

7.3.5.3. RtR-D y RtD (insoluble en MeOH-H,0; soluble en acetona)

Se determindé por HSCCC que el contenido de metabolitos secundarios
presente en las fracciones RtR-D y RtD son practicamente idénticos con las
fracciones RtR-C y RtC respectivamente (Figura 7.23). Por lo que, se estudio el
fraccionamiento de las mismas a partir de las fracciones RtR-C y RtC debido a
que se contdé con mayor cantidad de material para realizar el fraccionamiento

mostrado en los esquemas 7.12 y 7.13.
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En el estudio de las partes aéreas de R. tuberosa L., el contenido
glicosidico fue eliminado en dos pasos consecutivos a partir de la fraccion RtC. En
el primero, la fraccion fue lavada con MeOH, donde el resto insoluble fue un sélido
blanco-opaco soluble en agua e insoluble en solventes organicos como: n-
Hexano, CH,Cl,, CHCI3;, AcOEt, Acetona, MeOH, EtOH. Dichas caracteristicas
confirmaron la presencia de componentes glicosidicos y se identific6 como RtE.
Por otra parte, la porcion soluble en metanol fue rotulada como RtF. El segundo
procedimiento, se realizd por particion de la fraccion RtF con el sistema de
solventes conformado por (t-BuOMe-n-BuUuOH-THF-0,2%TFA: 2:2:1:5 v/viviv),
donde la fase acuosa fue una pasta higroscépica rica en azucares la cual fue
rotulada como Rtl, mientras que la fase organica fue rotulada como RtJ, esquema
7.12. La fraccibon RtJ fue rica en metabolitos secundarios polares cuyo
comportamiento por CCF fue comparable al obtenido con RtD (esquema 7.12).
Adicionalmente, presenté un comportamiento cromatogréfico similar por HPLC al

extracto metanolico Rt como se discutio anteriormente, figura 7.24.

Por otra parte, el fraccionamiento de RtJ fue monitoreado por CCF y
HPLC. Inicialmente, las fracciones RtS y RtQ presentan ligeras diferencias en
cuanto al numero de picos obtenidos por HPLC (Fig., 7.25), mientras que por CCF
se observO que la fraccion RtS presentd mayor porcentaje de manchas
terpenoidales que RtQ. El tratamiento de particion en el sistema MeOH-H,O-
CH.Cl, (3:7:10; v/vliv) de ambas fracciones fue Util para obtener fracciones
enriquecidas en: terpenos aromaticos (RtSerg, RtQorg) Y polifenoles (RtSac, RtQac).
las caracteristicas terpenoidales y polifendlicas fueron determinadas por CCF

usando el reactivo de anisaldehido.
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a)
« RS uv_vis_3
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Figura 7.25. Cromatograma por HPLC-sistema-1 de fracciones provenientes de las partes aéreas
de R. tuberosa L. (esquema 7.12, pag., 184), A= 330 nm: a) RtS, RtQ; b) RS, RtSyrg; €) RtQae,

Rthrg-

7.3.5.4. RtR-J (insoluble en MeOH-H,0; insoluble en acetona; t-BuOMe-n-
BUOH-THF-0,2%TFA: 2:2:1:5 v/vivlv, (fase organica))

Analogamente al fraccionamiento de RtJ (parte aérea) a partir de RtF se

realizd la particion de la fraccion RtR-C (raices) con el sistema de solventes
conformado por (t-BuOMe-n-BuOH-THF-0,2%TFA: 2:2:1:5 v/vi/viv), donde la fase

acuosa fue una pasta higroscopica rica en azucares la cual fue rotulada como

RtR-I, mientras que la fase organica fue rotulada como RtRJ, esquema 7.13. La
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fraccion RtR-J fue rica en metabolitos secundarios polares cuyo comportamiento
por CCF fue comparable al obtenido con RtR-D (esquema 7.13).

La obtencion de la fraccion RtR-J (seccidon 7.3.5.5, pag. 190) condujo al
fraccionamiento directo del extracto metandlico de las raices (RtR), con lo cual se
obtuvo la eliminacién del contenido glicosidico en un sélo procedimiento a través
de la particién con el sistema de solventes conformado por (t-BuOMe-n-BuOH-
THF-0,2%TFA: 2:2:1:5 v/vivlv), donde la fase acuosa fue una pasta higroscopica
rica en azUcares la cual fue rotulada como RtR-G, mientras que la fase organica
fue rotulada como RtR-H, enriquecida en metabolitos secundarios polares y no

polares, esquema 7.13.

7.3.5.5. RtR-K (Ext.yeon RtR; t-BuOMe-n-BUOH-THF-0,2%TFA; 2:2:1:5 viviviv
(fase orgéanica); n-Hex-MeOH, 1:1; v/v (fase n-hexano)

El fraccionamiento de RtR-H en metabolitos polares y no polares se realizo
de acuerdo al procedimiento previamente aplicado para OpB (seccion 7.3.1.2,
pags., 146-148). Asi, la fase de n-hexano produjo una fracccion rica en
metabolitos no polares, rotulada como RtR-K, la cual estuvo conformada
principalmente por lupeol, pB-sitosterol y betulina, esquema 7.13. Por otra parte, la
fase metandlica fue rotulada como RtR-L y fue rica en metabolitos polares

(mayormente terpenos aromaticos y polifenoles).
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-1 RtR-J uv_vis_3
127 RIR-L uv_Vis_3

mAU WVL:330 nm

1.00(%
80(%:
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200+

Figura 7.26. Cromatograma HPLC de las fracciones RtR-J y RtR-L (esquema 7.13, pag., 185):
HPLC-Sistema-1, A =330 nm

7.3.5.6. RtR-L (Ext.veon RtR; t-BuOMe-n-BUuOH-THF-0,2%TFA, 2:2:1:5 v/viviv
(fase orgéanica); n-Hex-MeOH, 1:1; v/v (fase metanol)

La fraccion RtR-L (esquemas 7.13 y 7.14) presentd basicamente la misma
composicion que la fraccion RtR-J (seccion 7.3.5.4, esquema 7.13, Fig., 7.26) por
lo que se utilizé para obtener una separacion preliminar entre los metabolitos
terpenoidales aromaticos y los polifenoles (esquema 7.14), se realizé de forma
analoga al fraccionamiento de RtJ anteriormente descrito. Lo cual produjo
fracciones enriquecidas en: terpenos aromaticos (RtR-Mgg, RtR-Norg) Y polifenoles
(RtR-M,¢, RtR-Nyc). Las fracciones terpenoidales aromaticas representaron el 1,4
y 6,8 % respecto de las fracciones RtR-M y RtR-N respectivamente. Mientras que,
las fracciones polifendlicas (RtR-M,., RtR-Nyc) representaron el 91,3 y 93,2 %
respecto de sus fracciones de origen. Adicionalmente, presentaron ligeras
diferencias por HPLC (Fig., 7.27).
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acuosa

acuosa

RtR-L

ACcOEt-EtOH-THF-0,2%TFA

orgénica

!

RtR-M,_

lCCF

Polifenoles

Esquema 7.14. Fraccionamiento de RtR-L proveniente de las raices de R. tuberosa L., para

(5:1:5; viv)
RtR-M RtR-N
MeOH-H,0 (3:7; v/v)-CH,CI, MeOH-H,0 (3:7; v/v)-CH,CI,
organica acuosa organica
RtR-Mog RtR-N, RER-N,
lCCF lCCF lCCF
Terpenos Polifenoles Terpenos
aromaticos aromaticos

obtener fracciones enriquecidas en metabolitos polares (terpenos aromaticos y flavonoides).

Durante el fraccionamiento para las partes aéreas de R. tuberosa L., se

obtuvieron fracciones conformadas por: clorofila y terpenoides alifaticos (RtB);

terpenoides aromaticos (RtQorg, RtSorg), polifenoles (RtQac, RtSac) y glicosidos

(RtE, Rt).

Mientras que en el fraccionamiento de las raices de R. tuberosa L., se

obtuvieron fracciones conformadas por: terpenoides alifaticos (RtR-1, RtR-K);

terpenoides aromaticos y polifenoles (RtR-J); terpenoides aromaticos (RtR-Mqg,
RtR-Norg), polifenoles (RtR-Mac, RtR-Ng) y glicosidos (RtR-I, RtR-G).
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a) b)
< RIR-Nac Uv_ViS_3 < RtR-Nac UV VIS_3
800‘2 RtR-Norg UV_VIS_3 1.00042 RtR-Mac UV_VIS 3
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Figura 7.27. Cromatograma por HPLC-sistema-1 de fracciones provenientes de las raices de R.

tuberosa L. (esquema 7.13, pag., 185), A= 330 nm:a) RtR-Ny¢, RtR-Ngg; b) RtR-Mge, RtR-Nge.
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7.4. Resultados fitoquimicos: Caracterizacion de los metabolitos aislados

En la presente investigacion, los productos aislados son presentados con
las enumeraciones relacionadas a sus datos espectroscopicos, el porcentaje de
extraccion (%Ext) referente al material vegetal. Adicionalmente, se muestran las
siglas con las cuales son identificados, la férmula molecular condensada, el peso
molecular asociado a la misma, el punto de fusién experimental y/o el nimero de
registro CAS (por sus siglas en Inglés, “Chemical Abstracts Service”). Mientras
que, las fracciones enriquecidas con algun metabolito, se muestra la masa
obtenida, el factor de retencion del metabolito mayoritario, el solvente de elucion y

el %Ext respecto del material vegetal.

7.4.1. Ouratea polyantha Engl.

7.4.1.1. Caracterizacion de OpA-3: Quercetin 3-O-rutindsido (Rutina)

OH

OH OpA-3

O Cy7H30016: 610,40 g/mol

Rf: 0,38 (L-1): 0,40 (F-1)

OH
o OH
O HO o OH
mo Y. [CAS] 153-18-4

OpA-3 fue aislado como un solido amarillo el cual fue identificado como
rutina por su espectro de masas (espectro 4) y por CCF comparativo, utilizando un
patrén puro, con los sistemas de elucion L-1 y F-1. Para los ensayos biolégicos,

se purificé una muestra comercial de rutina por recristalizacién en MeOH-H,0.%*
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7.4.1.2. Caracterizacion de OpB-FrCHCIj3: Lupeol, b-sitosterol

OpB-FrCHCI;
237,33 mg (0,014 %)

HO

Lupeol B-Sitosterol

La fraccion OpB-FrCHCI; fue obtenida como un sélido amarillo enriquecido
con el triterpeno lupeol y el esteroide B-sitosterol, los cuales fueron identificados
por CCF comparativo con muestras auténticas, utilizando la mezcla AN-6. Para los
ensayos biolégicos, se purific6 una muestra comercial del esteroide antes

mencionado por recristalizacién de acetona.??

7.4.1.3. Caracterizacion de OpB-1=0OpB-M1=0pD-5: 6 - 8"-biapigenina
(Agathisflavona)

OpB-M1=0pD-5
C30H18010: 538,46 g/mol
57,00 mg (0,0012 %)
100,12 mg (0,0075 %)
Rf: 0,68 (AN-2)
[CAS] 28441-98-7

OpD-5 (57,00 mg) y OpB-M1 (100,12 mg) fueron obtenidos como un sélido
amarillo e identificado como la biflavona 6 - 8"-biapigenina, también conocida

como agathisflavona,®?*3

para ello se analizarén los espectros de masas (espectro
1) y protones (tabla 7.8 y espectros 6-7). La féormula molecular fue establecida
como CzH18010 a través de su espectro de masas de alta resolucion (m/z

537,2813 [M-H]" y 1075,5173 [2M-H]").

196



Seccion lll, Capitulo 7 — Resultados—Discusion.

Tabla 7.8. Desplazamientos quimicos para agathisflavona en DMSO-de.

RMN-"H experimental

1 9 1 253
: RMN-"H & (ppm)”  RMN-"H & (ppm) 5(ppm)  multiplicidad  J (H2)
3 6,88 (s) 6,86 (s) 6,86 S
3-Cll 6,79 (s) 6,78 (s) 6,77 s
5 13,32 (s) - 13,31 s
5-All 13,06 (s) - 13,05 s
6"-All 6,38 (s) 6,37 (s) 6,35 s
8 6,70 (s) 6,72 (s) 6,70 S
2 8,01 (d) 8,00 (d) 7,99 d 8,85
2'-BllI 7,58 (d) 7,56 (d) 7,56 d 8,85
3 6,97 (d) 6,97 (d) 6,95 d 8,8
3-Bll 6,77 (d) 6,76 (d) 6,75 d 8,85
5’ 6,97 (d) 6,97 (d) 6,95 d 8,8
5'-BII 6,77 (d) 6,76 (d) 6,75 d 8,85
6’ 8,01 (d) 8,00 (d) 7,99 d 8,85
6'-BllI 7,58 (d) 7,56 (d) 7,56 d 8,85
7.4.1.4. Caracterizacion de OpD-10: Acido 4-hidroxibenzoéico
OpD-10

C;HgO3: 138,12 g/mol
2,21 mg (0,00046 %)
[CAS] 99-96-7

El compuesto denominado OpD-10 fue aislado como un solido blanco e
identificado como el acido 4-hidroxibenzdico, (tabla 7.9, espectro 9). El espectro
de RMN-'H (espectro 8), presentd sefiales correspondientes a un nucleo
aromatico con patrén de sustitucion 1,4-. A 7,86 ppm se observa un doblete con
una constante de acoplamiento de 9,23 Hz, que integra para dos protones
asignados a H-2 y H-6, mientras que en 6,81 ppm se observa un doblete con una

constante de 9,23 Hz asignado a los protones H-3 y H-5.

197



Bermudez J., et al., (2015)

Tabla 7.9. Desplazamientos quimicos observados en RMN-'H y RMN-*C (CD;0D) para OpD-10

(acido 4-hidroxibenzoico).

] RMN-=C? RMN-"H
Atomo C/H N°

8 (ppm)  Asignacion o o multiplicidad 3 (Hz)

1 121,22 C
2 114,69 CH 7,86 d 9,23
3 131,66 CH 6,81 d 9,23
4 161,58 C
5 131,66 CH 6,81 d 9,23
6 114,69 CH 7,86 d 9,23

% El carbono C-7 no se observo en el espectro 10.

7.4.1.5. Caracterizacion de OpD-9: (6R,9S)-6'-(4"-hidroxibenzoil)-Roseosido

OpD-9

2 . OH
Y ST o C26H34010: 506,88 g/mol
2 .~‘\\\\/§\m
4 >0H

4,91 mg (0,0010 %)
. [CAS] Compuesto nuevo

El compuesto denominado OpD-9, fue aislado como un sélido amorfo de
color amarillo oscuro (soluble en Acetona, MeOH, DMSO), que al ser revelado en
CCF con SC mostr6 una coloracion violeta, caracteristica de un ndcleo

terpenoidal.

Las bandas de absorcion en los espectros de UV-Vis (Amax= 229 nm) e IR
(Umax= 1652,6 cm™) indican la presencia de una cetona a.f-insaturada (espectros
11y 12, respectivamente). La formula molecular fue establecida como CsH34010 @
partir de su espectro de masas de baja resolucion con la técnica de “turbo-spray
ionization” (m/z 529,40 [M+Na]" y 1035,40 [2M-H+Na]"), (espectros 13 y 14). El
espectro de RMN-'H (espectro 15) presenta el mismo patrén de sustitucion

observado para el compuesto OpD-10. Adicionalmente, se observan sefiales a
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campo medio y alto que confirman el nucleo terpenoidal. En el espectro de RMN-
13C se observan sefiales tipicas de compuestos hidroxilados (caracteristicas de
restos glicosidicos), ademas de las sefales atribuibles al resto del acido 4-
hidroxibenzéico. Debido a los antecedentes fitoquimicos del género Ouratea, se
limit6 la busqueda a esqueletos del tipo norsesquiterpenos.

Los norsesquiterpenos, tipo megasestigmano (vomifolio*® 2% 234

y
rose6sido® % 24 figura 7.28), han sido previamente aislados del género Ouratea.
La comparacion de los espectros de RMN-'H de vomifoliol, roseésido y el
compuesto OpD-9 se presenta en la tabla 7.8, mientras que, los desplazamientos
quimicos en una dimensiéon (RMN-'H y RMN-*C, espectros 15-21) y sus
correlaciones en dos dimensiones (COSY, HMQC, HMBC y NOESY, espectros

24-37) se muestran en la tabla 7.10 y seran discutidos con detalle mas adelante.

vomifoliol rosedsido

(megaestigmano) (vomifoliol 9-O-glucopiranosido)

(megaestigmano)

OpD-9
(6R,9S)-6"-(4"-hidroxibenzoil)-Roseoside

Figura 7.28. Estructuras de vomifoliol,"**®*** roseésido®*%*** y (6R,9S)-6'-(4"-hidroxibenzoil)-

roseosido.
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Tabla 7.10. Desplazamientos quimicos de protones para los megastigmanos vomifoliol, rosedsido
y OpD-9 [(6R,9S)-6'-(4"-hidroxibenzoil)-roseésido].

N°  Vomifoliol 84 (ppm), Roseosido &, (ppm), J (Hz) OpD-9, & (ppm), J (Hz).

J (Hz) en CDCI3* DMSO-d¢” CD,0D" CDs0D (270 MHz) CD30OD (500 MHz)

2 2,45 d(17,0) 2,54 d(16,6) 2,63 d(16,8) 2,45 d(16,8) 2,44 d(16,9)
2,24 d(17,0) 2,05 d(16,6) 2,19d(17,2) 2,15 d(16,8) 2,15 d(16,9)
4 5,90 s 5,76 Sancho 5,68 s 585s 5,85s
7 579d 5,94 d(15,5) 6,00 d(15,8) 5,74 d(16,1) 5,76 d(15,6)
8 5,88 dd(15,7; 5,8) 5,64 dd(15,5; 6,4) 5,76 dd(15,9; 7,3) 5,69 dd(15,6; 6,8)
9 4,41dq(6,4;58) 4,43dq(6,4;6,5) 4,56 dd(6,6;4,3) 4,33-4,41'm 4,39 dq(14,9; 6,7)
10 1,30 d(6,4) 1,19 d(6,5) 1,29 d(6,26) 1,25 d(6,3) 1,25 d(6,4)
11 1,08 0,93s 1,04s 0,94 s 0,94 s
12 1,00 0,92s 101s 1,00 s 1,00 s
13 1,90 d(1,3) 1,82d(1,1) 1,93 d(1,0) 1,91 d(1,3) 1,91 d(0,95)
6-OH 4,80s 4,90 s
1 4,09 d(7,8) 4,27 d(7,6) 4,28 d(7,6) 4,29 d(7,8)
2 2,95 NA® 3,20-3,26 m 3,22 dd(16,6;8,05)
3 3,04 NA 3,28-3,34 m 3,29-3,32 m
4 3,01 NA 3,34-3,38 m 3,36 dd(9,5;8,75)
5 2,93 NA 3,40-3,46 m 3,40-3,47 m
6' 3,64 m 3,87 m 4,61 Sancho 4,61 Sancho
3,41m 3,67 m 4,33-4,39 m 4,37 dd(13,35; 6,7)

2" 7,87 d(8,91) 7,87 d(8,75)
3" 6,81 d(8,91) 6,82 d(8,75)
5" 6,81 d(8,91) 6,82 d(8,75)
6" 7,87 d(8,91) 7,87 d(8,75)

2600 MHz referencia 254; ° 270 MHz referencia 6e; ° NA no asignadas.
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Tabla 7.11. Desplazamientos quimicos de protones y carbono y correlaciones H-H y H-C para

OpD-9.
HIC &, (ppm) oc (ppm) DEPT*  HMQC HMBC COSY NOESY

1 40,93 C H-11; H-12

2 2,44 49,28 CH, H-2 H-11; H-12 H-2  H-2H-11H-7
2,15 H-2 H-2  H-2;H-11;H-12

3 199,93 C

4 5,85 125,70 CH H-4 H-10 H-13 H-13

5 165,53 C H-10

6 78,46 C H-10;H-11;H-12;H-13

7 5,76 132,44 CH H-7 H-2; H-12

8 5,69 132,25 CH H-8 H-10 H-9 H-2; H-10

9 4,39 73,49 CH H-9 H-10; H-1' H-8;H-10  H-10; H-2'

10 1,25 20,78 CH;  H-10 H-8 H-9 H-8; H-9

11 0,94 23,31 CH;  H-11 C-1;C-2;C-6;C-12 H-2; H'-2

12 1,00 22,03 CH;  H-12 C-1;C-2;C-6;C-11 H'-2; H-7

13 1,91 18,21 CH;  H-13 C-4; C-5;C-6 H-4 H-4

1 4,29 99,79 CH H-1' C-9; H-10 H-2" H-5'

2 3,22 73,49 CH H-2" C-4' H-1;H-3'  H-9; H-10

3 329332 7681 CH H-3' H-2'  H-5;H-3"H-5"

4 3,36 70,59 CH H-4' H-2" H-5'

5  3,40-347 74,18 CH H-5' H'-6' H-3';H-6"; H'-6' H-3'

6 4,61 63,53 CH, H-6' C-5; C7" H'-6' H'-6';H-5'
4,37 H'-6' H-5'; H-6' H-6'

1" 120,73 C H-3"; H-5"

2" 7,87 114,88 CH H-2" C-7" H-3" H-3"

3" 6,81 131,42 CH H-3" T H-2" H-3';H-2"

4" 162,22 C

5" 6,81 131,42 CH H-5" c-7" H-6" H-3';H-6"

6" 7,87 114,88 CH H-6" 0 H-5" H-5"

7 166,58 C H-2"; H-6'; H-6"

 tomado a 270 MHz, todos los demés a 500 MHz.

En las figuras 7.29 y 7.30 se muestran las correlaciones mas importantes

observadas en los espectros de dos dimensiones homo y heteronucleares para el

compuesto OpD-9.
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Figura 7.29. Correlaciones homonucleares (COSY) y heteronucleares (HMBC) para el compuesto
OpD-9.

OH

N A <----> NOESY

e

Figura 7.30. Correlaciones homonucleares (NOESY) para el compuesto OpD-9.

El espectro de UV-Vis presenté dos maximos de absorcién, uno en 229 nm
y otro en 298 nm que indican la presencia de un carbonilo o,B-insaturado y un
anillo aromético, espectro 11. Con el espectro al IR (espectro 12), las bandas
observadas sugieren la presencia de grupos hidroxilos (banda ancha en 3410,5
cm™); éster conjugado (bandas agudas en 1692; 1277,5y 1067,6 cm ™); carbonilo
a.B-insaturado (banda aguda en 1652,6 cm™) y una olefina trans (banda aguda en
1589,2 cm™).
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En el espectro de masas se observa una sefial en 529,40 uma,
correspondiente al ion molecular mas sodio [M+Na]* ademas del i6n en1035,40
uma, correspondiente al doble de la masa del ibn molecular menos hidrégeno mas
sodio, [2M+Na]", y su respectiva fragmentacion en 779,50 uma. Este hecho, indica
gue la masa molecular del componente OpD-9 es 506,88, calculada para
Co6H34010 [M]* en 506,542 (espectros 13-14 y figura 7.31).

La figura 7.24 se muestran los procesos de fragmentacion para el
compuesto OpD-9. Adicionalmente, se resaltan los fragmentos que corresponden
a los picos mas abundantes observados en el espectro de masas, obtenidos a
través de diversos procesos de deshidratacion, fragmentacion de azlcares,

fragmentacion de alquenos y rearreglos de McLafferty para ésteres (espectro 14).

El espectro de RMN-'H mostré sefiales tipicas para 2 subunidades; el

megastigmano, rosedsido y la subunidad 4-hidroxibenzoil.

La subunidad 4-hidroxibenzoil se compone de dos dobletes a 7,87 y 6,81
ppm que integran para dos protones c/u con una constante de acoplamiento orto
(J= 8,75 Hz) asignada al patrén AA'BB’' formado por los protones H-2"y H-6" y
H3", H5" de la subunidad antes mencionada (tabla 7.10 espectros 12 y 28). Dicho

acoplamiento también fue observado en el espectro de COSY (espectro 28).

La presencia del carbonilo bencilico tipo ester fue observada como una
sefial en RMN-"*C a 165,58 ppm (C-7"), la cual mostré interaccién por HMBC con
las sefiales en 7,87 ppm (H-2") y 4,37 ppm (H'-6'), (tabla 7.10, espectros 24 y 25)
indicando que la unidn del resto carboxilico con el glicésido es a través de un
enlace tipo éster con el oxigeno sobre el metileno (C-6") de la piranosa. Por
NOESY se observo la interaccion espacial de los protones con desplazamientos
quimicos en 6,81 y 3,29-3,32 ppm asignadas a H-5" y H-3', respectivamente (tabla
7.10 espectro 31).
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Figura 7.31. Fragmentacion propuesta para el compuesto OpD-9, (6R,9S)-6'-(4"-hidroxibenzoil)-

roseosido.
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La subunidad roseédsido fue asignada analizando el siguiente grupo de
sefales: a 2,15 y 2,44 ppm se observan dos dobletes con constantes de
acoplamiento de 16,9 Hz asignados a los protones metilenicos alfa al grupo
carbonilo (H-2 y H'-2). Se observa también a 5,85 ppm un singlete asignado al

protén H-4, perteneciente al metino alfa al carbono ceténico ao,p-insaturado.

A campo medio se observan tres juegos de sefiales, acopladas entre si,
que completan al sistema correspondiente a la subunidad de roseosido. Es asi
como a 5,76 ppm se observa un doblete con constante de 15,6 Hz que se
encuentra acoplado con un doblete de dobletes en 5,69 ppm asignados a los
protones H-7 y H-8, respectivamente. La sefial correspondiente a H-8 se
encuentra acoplada también con un doblete de cuartetos en 4,39 ppm asignado al
protén en H-9 (tabla 7,12, espectros 13y 15).

La presencia de metilos geminales con desplazamientos quimicos en RMN-
'H de 0,94 y 1,00 ppm, fue determinada por HMBC ya que produjeron las mismas
correlaciones, ademas de correlacionarse entre si (espectros 24 y 26). La
diferencia en los desplazamientos quimicos de los protones en los metilos
geminales, esta fundamentada en el efecto anisotrépico ejercido por la olefina de
los carbonos 7 y 8, sobre H-11. Este hecho también puede ser utilizado para
explicar el por qué, en NOESY, el proton H-7 presenta interacciones

homonucleares con H-2 y H-12 (tabla 7.11, espectro 33).

Los protones de los metilos 10 y 13 se observaron, también a campo alto,
como un doblete, en 1,30 ppm, que integra para 3 protones con una constante de
acoplamiento de 6,4 Hz asignado al metilo en 10 y un doblete, en 1,91 ppm, con
una constante de 1,3 Hz, que integra para 3 protones asignado al metilo en 13
(tabla 7.10, espectro 14).

Es importante resaltar que por NOESY, la sefal correspondiente a H-13

presentd una correlacion con la sefial en 5,85 ppm atribuida a H-4 (espectro 31),
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indicando la presencia de una olefina trisustituida que en HMQC H-4 mostro
correlacion con C-4 en 125,70 ppm (espectro 21). Por ultimo la sefial en 199,93
ppm del espectro de C-13 es caracteristica del carbonilo conjugado en 3,

(espectros 17 y 18).

Las sefiales correspondientes a la unidad de glucosa fueron asignadas a
través de las interacciones observadas en COSY y NOESY. El espectro de COSY
mostré que H'-6' (4,37 ppm, dd; 13,35; 6,7 Hz) esta acoplado con las sefiales en
4,61 ppm (Sancho) Y 3,40-3,47 ppm (m), correspondientes a H-6" y H-5
respectivamente (tablas 7.10 y 7.11, espectro 29). El protdbn H-5'" muestra
interaccién, por NOESY, con H-3' (3,29-3,32 ppm, m), (espectro 32).
Adicionalmente, la sefial en 4,29 ppm que corresponde al proton anomérico H-1'
(d, J=7,8 Hz) se acopla con H-5' (espectro 32). La constante de acoplamiento de

H-1' indica que la configuracién del aztcar es p-2>°

y la interaccion por NOESY de
H-1' con H-5" y de H-5' con H-3' muestra que los sustituyentes de la piranosa son
todos ecuatoriales, determinando asi que el resto glicosidico al cual se hace

referencia es B-glucosa.

La unién entre la subunidades rosedsido y 4-hidroxibenzoil fue determinada

de la siguiente manera:

El singlete ancho en 4,61 correspondiente a uno de los protones
metilénicos H-6 de la unidad de glucosa, mostraba correlacion con el carbono C-5'
y con el carbonilo C-7" del grupo 4-hidroxibenzoil por HMBC (tabla 7.10, espectros
28 y 29). Adicionalmente, el protdn correspondiente al carbono anomérico H-1'
mostro correlacion por HMBC con C-9, indicando que la union del resto glicosidico
al nucleo terpenoidal es a través del metino denominado C-9 (espectro 26). Se
observé también, la interaccion entre el protén H-2' del glicido con los protones H-
9 y el metilo en 10. Adicionalmente, se observa la correlacion espacial entre los
protones H-1'—H-5'y entre H-5'—H-3' de la glucosa.
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Todas las asignaciones fueron corroboradas por los espectros de HMBC,
HMQC y NOESY (tabla 7.11; espectros 20-26, 31-33).

La Figura 7.28 muestra un resumen de las diferentes correlaciones
homonucleares (COSY) y heteronucleares (HMBC) que permitieron corroborar la
presencia de las dos subunidades antes mencionadas y su conexién estructural.
La Figura 7.29 muestra el resumen de las diferentes interacciones encontradas,
se observa con la interaccion espacial entre el proton H-7 y los protones del metilo

H-12 y uno de los protones del metileno H-2 (Fig. 7.29, espectro 33).

7.4.2. Capraria biflora L.

7.4.2.1. Caracterizacion de Cbl-FrCHCI3: b-sitosterol, lupeol y betulina

CbI-FrCHClI;
1385,22 mg
(0,53 %)

H Lupeol

Ho OH Betulina

B-sitosterol

La fraccion Cbl-FrCHCI; fue aislada como un solido amarillo enriquecido en
el esteroide B-sitosterol y los triterpenos lupeol y betulina. Los tres compuestos
fueron identificados por CCF comparativo con muestras auténticas con Rf de 0,38;
0,53 y 0,31 respectivamente, utilizando la mezcla AN-6. Para los ensayos

biolégicos, el lupeol y el B-sitosterol se purificaron a partir de muestras

|256 2

comerciales por recristalizacion en etano y acetona,®®? respectivamente.

Mientras que betulina fue utilizada de un patron comercial de 98% de pureza.
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7.4.2.2. Caracterizacion de CbE=CbM-2: manitol

CbE=CbM-2

L CeH140s: 182,17 g/mol
Ho Pfexp: 169-171 °C

[CAS] 69-65-8

El compuesto denominado CbM-2, fue aislado como un solido blanco,
soluble en H,0 e insoluble en los solventes organicos: n-hexano, CH,Cl,, CHCl3,
Et,O, AcOEt, Acetona, MeOH, EtOH. Por recristalizacion en MeOH se obtuvieron
agujas translucidas de Pfey, 169-171 °C (Pfiep 169-171 °C).**" Se caracterizd a
través de la formacion del derivado poliacetilado denominado CbM-2Ac y ambos

fueron sometidos a bioensayos.

7.4.2.2.1. Semisintesis y caracterizacion de hexaacetilmanitol

)k )J\ CbM-2Ac

Q ML 9 S CHs C18H26012: 434,39 g/mol
H3C)k0/\;)ﬁ/\/o\"/o Pfexp: 129-130 °C
o O 0o  com %Rend: 95 %
Y \K [CAS] 5346-76-9

De acuerdo con la metodologia reportada en la literatura®® se utiliz6 CbM-2
(56,7 mg; 31,6 mmol; 1 eq), py (2 mL; 24,8 mmol; 0,8 eq) y Ac,O (3 mL; 31,7
mmol; 1 eq). El crudo de reaccion se obtuvo por evaporacion del solvente y se
recristalizé de Et,0, lo cual produjo 128,8 mg de un soélido translucido tipo agujas
de Pfep de 129-130 °C (Pfe, 129-130 °C)****° que representa un 95% de

rendimiento.
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7.4.3. Cassia fruticosa Mill.

7.4.3.1. Caracterizaciéon de CfRS-1 y CfRS-2

Los compuestos CfRS-1 y CfRS-2 fueron aislados como sélidos amarillos
cuyos espectros de RMN-'H (espectros 38 y 39, respectivamente) sélo difieren en
las sefiales en 4,38 ppm y presentan en comun las sefiales en 8,53; 3,34; 1,88 y
1,27 ppm adicionalmente tambien se observan las sefales correspondientes al
solvente de andlisis MeOD-d, (3,30 ppm) y HOD (4,87 ppm). Los espectros de
RMN-'H y RMN-*3C fueron obtenidos a 270 MHz (Espectrometro Jeol) y a 500
MHz (Espectrémetro Bruker). Sin embargo, en RMN-*3C no se observaron sefiales
distintas a las asignadas al solvente de analisis en 47ppm (espectro 40). Por lo

que dichos compuestos no fueron identificados.

7.4.3.2. Caracterizacién de CfRS-3, (b-sitosterol palmitatos/,*H,0).

CfRS-3
10,6 mg (0,0021%)
Pfexp: 75-77 °C
Rf: 0,79 (A-1)
[CAS] ND

El compuesto denominado CfRS-3 se aisl6 como un solido amorfo de color
amarillo claro de Pfex, 75-77 °C (Pfrep 75-77 °C)**® soluble en CH,Cl, y CHCls. Al
ser desarrollado por CCF con el sistema de solventes A-1 y revelado con AS se
obtuvo una mancha morada (Rf 0,79), caracteristica de nucleos terpenoidales.

Adicionalmente, se observé que la mancha morada mostré una coloracion azul a
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365 nm, la cual es frecuentemente producida por componentes del tipo acidos

grasos.

Los ésteres de acidos grasos con restos alquilicos del tipo esteroidal,
oxantronico y etandlico han sido previamente reportados en las especies Cassia
javanica,®®* C. kleinii®®® y C. fruticosa,’”’® respectivamente. En todos los casos
reportados se utilizé la CC sobre silica gel o alumina para el aislamiento de los
esteres antes mencionado. Mientras que, en la presente investigacion se utilizd

cromatografia flash, tal como se describio en la seccion 7.3.3.9 (pag., 172).

De la especie C. javanica®® se ha aislado los ésteres B-sitosterol palmitato,
B-sitosterol behenato y -sitosterol araquidato, el resto alquilico (B-sitosterol) ha
sido aislado de las hojas de: C. italica,?®* C. jahnii,*®® flores de C. nodosa,*®* y de

las semillas de C. absus,?® C. occidentalis,**® y C. torosa.?*’

En la caracterizacién de CfR-3 se analizaron los datos espectroscopicos de
IR (espectro 41), EM (espectros 42-43), RMN-'H (espectros 44-46), RMN-*C
(espectro 47), DEPT-135 (espectros 48-50) y HetCor (espectro 51). La
comparacién de los datos espectroscépicos de RMN-'H y RMN-*C para p-
sitosterol, p-sitosterol miristato, B-sitosterol palmitato y el compuesto CfRS-3 se

presentan en las tablas 7.12 y 7.13.

Las bandas de absorbancia observadas en el espectro de IR (espectro 41)
sugieren la presencia de: grupos alifaticos (bandas intensas en 2919 y 2850 cm™);
éster no conjugado (1736; 1260 y 1083 cm™), caracteristica en esteres unidos a
centros esteroidales;**® olefina endociclica (banda ancha de poca intensidad, en

%9 (handa aguda intensa en 1463 cm™)

3442 cm™); grupos metilicos y metilénicos
y finalmente un grupo iso-propilo (—CH(CHs3)2) (banda aguda de intensidad media

en 1377cm™.
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Tabla 7.12.- Desplazamientos quimicos de protones para el B-sitosterol, B-sitosterol miristato, -

sitosterol palmitato y compuesto CfRS-3, reportados en CDCls.

B-sitosterol*” B-sitosterol miristato jB-sitosterol palmitato CfRS-3
H 400 MHz Calculado® (DMSO-dg) 400 MHZz’"  Calculado® &y (ppm)/m/J(Hz)
400 MHZ>"* [250 MHZ>"] 270 MHz
1 1,15/1,89 1,38/1,13 1,35/2,27 1,38/1,13
2 1,85/1,56 1,56/1,31 1,95/1,78 1,66/1,41
3 3,53 3,25 4,01 4,62[4,61] 3,99 4,57/m
4 2,28 2,23/1,98 1,78/1,71 2,33/2,08
6 5,36 5,37 5,26 5,38[5,37] 5,37 5,33/s,
7 1,53 2,04/1,79 2,14/2,18 2,04/1,79
8 1,93 1,45 1,19 1,45
9 0,98 1,44 1,47 1,44
11 1,51 1,52/1,27 2,03/1,47 1,52/1,27
12 1,19/2,03 1,56/1,31 1,21/1,95 1,56/1,31
14 1,00 1,40 1,52 1,40
15 1,13/1,61 1,60/1,35 1,17/1,70 1,60/1,35
16  1,35/1,86 1,60/1,35 1,70/1,47 1,60/1,35
17 1,10 1,47 1,43 1,47
18 0,68 1,04 0,67 0,69 1,04 0,66/s
19 1,01 1,30 1,04 1,04 1,30 1,00/s
20 1,37 1,64 2,03 1,64
21 0,92 0,96 0,93 0,96
22 1,04/1,35 1,25 1,52/1,19 1,25
23 1,20 1,25 1,27/1,78 1,25
24 0,97 1,46 1,69 1,46
25 1,70 1,82 1,50 1,82
26 0,84 0,91 0,87 0,91 0,79/d/6,4
27 0,81 0,91 0,80 0,91 0,81/d/6,2
28 1,27 1,55 1,54/1,63 1,55
29 0,85 0,90 0,82 0,90 0,91/t/7,7
2 2,50/2,48 [2,26] 2,35 2,27/d/8,4;
2,21/d/9,1
3 2,27/2,25 1,64
4 2,14/2,03 1,29
5 1,25/1,25 1,26
6 1,25/1,25 1,26
7 1,25/1,25 1,26
8 1,25/1,25 1,26
9 1,25/1,25 1,26
10’ 1,25/1,25 1,26
11 1,25/1,25 1,26
12 1,25/1,25 1,26
13 1,25/1,25 1,29
14 0,84 1,29
15’ 1,31
16’ 0,88 0,88/m

a) www.molbase.com, prediccién calculada para el N° CAS 83-46-5 (B-sitosterol); b) en DMSO-d;
¢) www.molbase.com, prediccion calculada para el N° CAS 2308-85-2 (B-sitosterol palmitato).
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Tabla 7.13. Desplazamientos quimicos de carbono para el (-sitosterol, (-sitosterol miristato, (-

sitosterol palmitato y el compuesto CfRS-3, reportados en CDCls.

B-sitosterol pB-sitosterol miristato  B-sitosterol palmitato CfRS-3

C 62 5 MH 270 274 (DMSOdGQ 75 a 272

, 7% 125 MHz MU’ calculado® 100 MHz 75MHz  DEPT
1 37,2 37,27 37,0 37,4 37,0 37,09 CH,
2 31,6 31,62 29,70 28,4 27,8 27,90 CH,
3 71,8 71,68 73,7 74,1 73,7 73,73 CH
4 425 42,29 42,2 38,5 38,2 38,25 CH,
5 140,0 140,67 139,7 140,8 139,7 139,87 C
6 121,7 121,58 122,6 121,8 122,6 122,62 CH
7 31,8 31,86 31,9 32,0 31,9 31,98 CH,
8 31,9 31,86 31,9 31,8 31,9 31,98 CH
9 50,1 50,14 50,0 50,8 50,0 50,15 CH
10 36,5 36,49 36,2 37,4 36,6 36,74 C
11 21,1 21,10 21,0 21,1 21,0 21,10 CH,
12 39,7 39,76 39,7 39,8 39,8 39,70 CH,
13 42,3 42,39 42,3 42,7 42,3 42,35 C
14 56,7 56,72 56,7 56,5 56,4 56,79 CH
15 24,3 24,26 24,3 26,3 25,3 25,14° CH,
16 28,2 28,21 28,2 25,9 28,2 28,29 CH,
17 56,0 56,03 56,0 56,2 56,1 56,15 CH
18 11,9 11,98 12,0 12,0 11,8 11,90 CHs
19 19,4 19,34 19,3 19,3 19,3 19,38 CHs
20 36,1 36,10 36,6 36,1 36,2 36,22 CH
21 18,8 18,76 18,8 19,4 18,8 18,85 CHs
22 33,9 33,91 33,9 33,9 34,0 34,05 CH,
23 26,0 26,11 26,1 26,4 26,2 26,18 CH,
24 45,8 45,80 45,9 46,1 45,9 45,96 CH
25 29,1 29,18 29,2 30,4 29,1 31,40 CH
26 19,8 19,78 19,8 21,0 19,8 19,85 CH;
27 19,1 19,14 19,0 21,0 19,0 19,12 CH;
28 23,0 23,04 23,1 23,2 23,1 23,18 CH,
29 12,0 11,84 11,9 12,2 12,0 12,06 CHs
1 173,3 173,1 173,3 173,24 C
2 38,2 34,2 34,7 34,80 CH,
3 34,7 25,0 25,1 24,48° CH,
4 29,6 29,0 29,2-29,7°  29,2-29,7° CH,
5 29,5 29,3 29,2-29,7°  29,2-29,7° CH,
6 29,4 29,6 29,2-29,7°  29,2-29,7° CH,
7 29,3 29,6 29,2-29,7°  29,2-29,7° CH,
8 29,2 29,6 29,2-29,7°  29,2-29,7° CH,
9 29,1 29,6 29,2-29,7°  29,2-29,7° CH,
10’ 27,8 29,6 29,2-29,7°  29,2-29,7° CH,
11’ 25,1 29,6 29,2-29,7°  29,2-29,7° CH,
12’ 22,7 29,6 29,2-29,7°  29,2-29,7° CH,
13’ 21,0 29,3 29,2-29,7°  29,2-29,7° CH,
14’ 14,1 31,9 31,9 31,98 CH,
15’ 22,7 22,7 22,74 CH,
16’ 14,1 14,1 14,14 CH;

a) www.molbase.com, prediccion calculada para el N° CAS 2308-85-2 (B-sitosterol palmitato); b)
sefiales no asignadas; c) intercambiables entre si.
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En el espectro de masas (espectro 42) se observan sefales en: 663,56
uma correspondiente al i6n molecular mas hidrégeno [M+H]"; 685,55 uma
asignada al i6n molecular mas sodio [M+Na]® y 413,31 uma, asociada a la
fragmentacion caracteristica de nucleos correspondientes al éster esteroidal de -
sitosterol,* de baja intensidad (10%) debido a que proviene de la ruptura

homolitica del enlace C1-O vecino al carbonilo del éster.

La ruptura homolitica del enlace C3-O (anillo A) del i6n radical en 663,56
uma [M+1]" produce una sefial en 397,48 uma [M-266]" (espectro 42) que
permite explicar el origen de la sefial en 383,17 uma [M-280]" (espectro 43). Asi,
éste i6n radical [M-266]"", presenta una estructura de resonancia que facilita la
pérdida del grupo metilo sobre Cyip y de un electron para generar la sefial en
383,17 uma [M-280]"". Por otra parte, el fragmento de m/z 266 uma corresponde al
acido graso que contiene el compuesto CfRS-3. Sin embargo, la relacién m/z 266
uma no se corresponde con algun acido graso lineal saturado o insaturado
producido en la naturaleza. En RMN-H (espectros 44-45) y en RMN-"*C (espectro
47) no se observa sefial alguna para insaturaciones (olefinas o alquinos) distintas
a la formada en el anillo B (Cs-Cg), por lo tanto se concluye que el resto de acido
graso es saturado lineal. En la naturaleza sélo se obtienen acidos grasos
saturados o insaturados con numero par de atomos de carbono ya que

biosintéticamente provienen de condensaciones sucesivas de acetato-malonato.
275

Los acidos grasos naturales palmitico (C1sH320,) y esteérico (C1gH3602) vy el
compuesto sintético acido margarico (C17H340,) tiene pesos moleculares 256; 284
y 270 g/mol, respectivamente. Por lo que, no se corresponden con el fragmento
molecular observado de m/z 266 uma. Se propone asi que el fragmento molecular
se corresponde al 4cido palmitico parcialmente hidratado (C1gH320¢%/2*H,0). La
confirmaciéon de que el compuesto CfRS-3 corresponde a un éster de acido
palmitico parcialmente hidratado es determinada a través del espectro de masas

(espectro 42), en donde se observa las sefiales en 1325,90 uma [2M+H]™ y en
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1343,01 uma [2(M-2)+Na]™. Asi, la sefial observada en 663,56 uma [M+H]"
(espectro 42) corresponde entonces al p-sitosterol palmitato parcialmente
hidratado cuya formula molecular es CasHgoO2¢*/2>*H-0, dicho componente ha sido

previamente aislado de la planta Lobelia davidii Franch.?®°

Por otra parte, la fragmentacion del i6n [M+H]" (espectro 43) produjo
fragmentos moleculares multiplos de 56 uma, para los cuales se propone el
proceso de fragmentacion descrito en la figura 7.32, en la cual se resaltan los
fragmentos que corresponden a los picos mas abundantes observados en el
espectro de masas. El pico en 495,08 uma proviene de la fragmentacion clasica

2782 anillo D), en la cual inicialmente existe la pérdida de

para estructuras ciclicas
un electron (-e”) seguido de una ruptura homolitica de un enlace C13-C;7 (anillo D),
para generar el cation radical correspondiente a [M-168]"". Asi mismo, el pico en
551,25 uma involucra la apertura del anillo D, seguido de una ruptura homolitica
de un enlace Cy-C,, de la cadena lateral para generar el catién radical
correspondiente a [M-112]"". La sefial en 439,23 uma, ocurre por la apertura del
anillo C, seguido de una ruptura homolitica del anillo a través de C;,-Ci3 para
generar un cation radical, que contiene a los anillos A y B y una olefina que
contiene al anillo D, éstos dos fragmentos se mantienen unidos a través de la
interaccién i6n-dipolo inducido y forman un complejo intermediario®”®® que
promueve la reduccion del anillo C y por tanto la formacion del cation radical
triciclico [M-224]"". La sefial en 327,06 uma proviene inicialmente del rearreglo de
McLafferty del éster [M]" que produce la deshidratacién del B-sitosterol la cual
promueve a su vez la pérdida del metilo Cy9 y finalmente a través de una reaccion

de retro-Diels-Alder se obtiene el fragmento molecular con 327,06 uma.
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Figura 7.32.- Fragmentacion propuesta para el compuesto CfR3, (B-sitosterol palmitatos'/,*H,0).
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El espectro de RMN-'H tomado en CDCl; (espectro 44), presenta
desplazamientos quimicos caracteristicos de un nucleo esteroidal tipo 3-sitosterol.
En el espectro 45 se observa un singlete ancho centrado en 5,33 ppm
caracteristico de un metino, asignado a H-6, correspondiente al enlace olefinico
del anillo B del ndcleo esteroidal. Adicionalmente, se observa un multiplete
centrado en 4,57 ppm, asignado a H-3 y dos dobletes que pertenecen al metileno
del carbono C-2'. En el espectro 43 se observa nuevamente la sefial del metileno
en C-2' y dos singletes en 0,66 y 0,99 ppm, correspondientes a grupos metilos
unidos a un ciclo asignados a H-18 y H-19, respectivamente. Asimismo, centrados
en 0,79 y 0,81 ppm, se aprecian 2 dobletes con constantes de acoplamiento de J=
6,2 y 6,4 Hz respectivamente, caracteristicos de los protones H-26 y H-27 (grupos
metilo de un iso-propilo); un triplete centrado en 0,91 ppm con acoplamiento de J=
7,7 Hz asignado a H-29 y finalmente, un multiplete centrado en 0,88 ppm
asignado al metilo terminal del sustituyente (C-16’).

Es importante hacer notar que los compuestos tipo [3-sitosterol presentan
un multiplete centrado en 3,52 ppm asignado a H-3, cuando el sustituyente
ubicado en el C-3 es un grupo hidroxilo (OH).?”” Sin embargo, en el espectro de
protones esta sefal esta ausente y se observa un multiplete a campo bajo,
centrado en 4,57 ppm que puede ser asignado a H-3, cuando el sustituyente
enlazado en esta posicibn es el oxigeno enlazado al carbonilo de un éster
alifatico.’”® Adicionalmente, para este tipo de derivados de &cidos grasos, se
observa un triplete centrado en 2,26 ppm con un acoplamiento de J= 8,4Hz

asignado al a-CH; (H-2") enlazado directamente al grupo carbonilo.

El espectro de carbono (espectro 47) muestra sefales coincidentes con las
reportadas para el B-sitosterol palmitato. En 173,24 ppm se observa una seial
caracteristica de un grupo carbonilo, asignada a C-1". Asimismo, se observan las
sefales asignadas a C-5 , C-6, C-3 con desplazamientos quimicos de 139,86;

122,63 y 73,73 ppm, respectivamente. Adicionalmente, se observan sefnales entre
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11 y 56 ppm asignadas a través del espectro DEPT-135 (espectros 48-50) por
comparacién con la data reportada para B-sitosterol palmitato.>’*> Por otra parte,
las sefales de protones de los grupos metilos se asignaron por medio del

espectro de HetCOR (espectro 51).

7.4.3.3. Caracterizacion de CfH-1: Kaempferol 3-O-rutindsido, (Nicotiflorin)

CfH-1
C27H30015: 594,40 g/mol
20,76 mg (0,037%)
Pfexp: (165-167) °C
Rf: 0,26 (AN-2)
[CAS] 17650-84-9

El compuesto denominado CfH-1 fue aislado como un solido de color
marrén de Pfey, (165-167) °C (Pfiep, 168-170; 190-192 °C),?"®*° soluble en MeOH e
insoluble en Et,0. Al ser desarrollado por CCF con el sistema de solventes AN-2 y
revelado con AS, se obtuvo una mancha amarilla en el visible y verde brillante
bajo la luz de 365 nm. Dichas carateristicas se corresponden con un nucleo

flavonoidal.>"®

En la caracterizacion de CfH-1 se analizaron los datos espectroscopicos de
EM (espectros 52-53), RMN-'H (espectros 54-57), RMN-*C (espectro 58-62),
DEPT-135 (espectros 63-64), HMQC (espectros 65-66), HMBC (espectros 67-72)
y COSY (espectros 73-75). En el espectro de RMN-'H se observan sefiales
atribuibles a nucleos aromaticos (espectros 55, 56) y restos hidroxilados (espectro
57). Adicionalmente, en el espectro de RMN-*C se observan mdiltiples sefiales
entre 60 y 80 ppm (espectro 62) tipicas de compuestos hidroxilados

(caracteristicas de restos (glicosidicos). Debido a las caracteristicas
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cromatograficas, espectroscopicas y a los antecedentes fitoquimicos del género

Cassia, la busqueda se limito a esqueletos del tipo flavonoides glicosilados.

En el espectro de masas de baja resolucion obtenido con la técnica
"electro-spray ionization" (espectro 52), se observa una sefial en (m/z 593,17 [M-
H]") que corresponde al i6bn molecular cuya formula condensada fue establecida
como C,7H30015 y se corresponde con los datos reportados para el kaempferol 3-
O-rutin6sido,?® el cual ha sido aislado previamente de las flores y hojas de las

81 y Cassia italica.?®® Por esta razén, se realiz6 la

especies Cassia hirsuta
comparaciéon de los datos espectroscopicos de RMN-'H y RMN-2C para
kaempferol 3-O-rutindsido y el compuesto CfH-1 los cuales son presentados en la
tabla 7.14. Asimismo, en la tabla 7.15 se muestran las correlaciones mas
importantes observadas en los espectros de dos dimensiones homo vy

heteronucleares para el compuesto CfH-1 (kaempferol 3 O-rutindsido), figura 7.33.

En el espectro de masas de CfH-1 (espectro 52) se observa una sefial en
m/z 285,05 correspondiente a la pérdida de los dos glicosidos (rutinosa) [M-
rutinosa]”. Ademas, se observa una sefial de baja intensidad en m/z 162,96 que
corresponde al fragmento de ramnosa. Por otra parte, la fragmentacion del pico
base en m/z 593,03 confirma la perdida de rutinosa, ya que solo se observa un
pico en m/z 284,88 identificado como [M-H-rutinosa]® (figura 7.34).
Adicionalmente, se resaltan los fragmentos que corresponden a los picos mas

abundantes observados en el espectro de masas (espectros 52-53).
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Tabla 7.14. Desplazamientos quimicos de protones y carbonos para el compuesto kaempferol 3-
O-rutinésido y CfH-1.

283

kaempferol 3-O-rutindsido (CD;OD) Experimental tomado en CD;OD*

H/C a 400MHz Oc (ppm) a a 500MHz Oc (ppm) a
Oy (ppm) m J(Hz) 100MHz O (ppm) m J(Hz) 125MHz
2 161,49 159,45
3 135,51 135,50
4 179,43 179,42
5 163,01 162,98
6 6,21 d 1,8 99,96 6,21 d 2,0 99,99
7 166,02 166,02
8 6,40 d 18 94,91 6,40 sa 94,94
9 158,56 158,55
10 105,68 105,67
r 122,76 122,75
2',6' 8,05 d 9,0 132,37 8,05 d 9,0 133,37
3.5 6,89 d 9,0 116,13 6,89 d 9,0 116,15
4 159,44 161,48
1’ 5,12 d 7.3 104,58 5,11 d 7.5 104,58
2" 3,43 dd 7,3/8,8 75,76 3,42 t 7.5 75,75
3" 3,40 t 8,8 78,15 3,42 t 7.5 78,13
4" 3,24 t 8,8 71,46 3,25 t 9,5 71,45
5” 3,32 ddd 1,0/6,1/8,8 77,22 3,32 m 77,20
6" 3,80 dd 1,0/12,5 68,57 3,80 dd 11/1,5 68,57
3,37 dd 6,1/12,5 3,38 dd 4,5/11
1 4,51 d 15 102,42 4,51 s 102,40
2" 3,62 dd 1,5/3,2 72,09 3,63 dd 3,5/2,0 72,07
3" 3,51 dd 3,2/9,5 72,30 3,62 dd 9,5/3,5 72,30
4 3,27 t 9,5 73,89 3,25 d 9,0 73,89
5" 3,44 dq 6,1/9,5 69,73 3,44 m 69,73
6" 1,11 d 6,1 17,91 1,11 d 6,0 17,90

a) Los datos de RMN-"C son reportados con dos cifras decimales, a fines de comparacioén con la

bibliografia.

219



Bermudez J., et al., (2015)

Tabla 7.15. Desplazamientos quimicos de protones y carbonos y correlaciones H-H y H-C para el

compuesto CfH-1 (kaempferol 3-O-rutinésido).

H/C on (ppm)  Oc (ppm)* DEPT HMQC HMBC COSsY

2 159,45 C

3 135,50 C

4 179,42 C

5 162,98 C

6 6,21 99,99 CH H-6 C-5;C-7;C-8; C-10

7 166,02 C

8 6,40 94,94 CH H-8 C-6; C-7; C-9; C-10; C-4

9 158,55 C

10 105,67 C

r 122,75 C
2.6 8,05 133,37 CH H-2' H-6' C-2;C-1;C-3;C-4 H-3'; H-5
3.5 6,89 116,15 CH H-3' H-5 C-3;C-1;C-4 H-2'; H-6'
4 161,48 C

1” 511 104,58 CH H-1" C-3; C-2" H-2"

2" 3,42 75,75 CH H-2" c-1";, C-4" H-1"H-3"
3" 3,42 78,13 CH H-3" C-1"; C-4";, C-5" H-2"

4" 3,25 71,45 CH H-4"

5" 3,32 77,20 CH H-5" c-1’ H-6"
6," 3,80 68,57 CH; H-6," Cc-47 C-1” H-6,"
6p" 3,38 H-6," C-47; C-5"; C-1™ H-6,"
1 4,51 102,40 CH H-1" C-67; C-2";, C-3"; C-5"

2" 3,63 72,07 CH H-2" C-37; C-4” H-3"
3" 3,52 72,30 CH H-3" Cc-4", C-5” H-2"; H-3"
4" 3,25 73,89 CH H-4" c-2", C-3";, C-5” H-3"; H-5"
S 3,44 69,73 CH H-5" Cc-6" H-4"; H-6"
6" 111 17,90 CHs; H-6" H-5"

* Los datos de RMN-"C son reportados con dos cifras decimales, a fines de comparacién con la

bibliografia.
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Figura 7.26.- Correlaciones HMBC (<) y COSY (<) para el compuesto CfH-1 (Kaempferol
3-O-rutinosido).

k m/z 793 [M-H]*™ J

Q/z 285 [M-glicosido]™ J

Figura 7.34.- Fragmentacién propuesta para el compuesto CfH-1, (Kaempferol 3-O-rutinésido).
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En el espectro de RMN-'H (espectro 54), tomado en CD3;OD, se distinguen
4 sefiales de protones pertenecientes a dos sistemas aromaticos (espectro 55),
que a traveés de las interacciones homo- y heteronucleares se establecio como un
flavonol tipo kaempferol. Asi, el anillo B se compone de dos dobletes cuyos
desplazamientos estan centrado en 8,05 y 6,89 ppm, e integran para dos protones
c/u con una constante de acoplamiento orto (J= 9 Hz), los cuales fueron asignados
al patrén de acoplamiento AA'BB?®* formado por los protones H-2", H-6" y H3",
H5", respectivamente (tabla 7.15, espectro 55). Dicho acoplamiento también fue
observado en el espectro de COSY (espectro 73). Por otro lado, el anillo A esta
conformado por un singlete ancho, centrado en 6,40 ppm que integra para un
protébn que fue asignado a H-8: [6,40 ppm; Sancho; 1H; H-8]. Adicionalmente, el
anillo A presenta un doblete cuyo desplazamiento quimico esta centrado en 6,21
ppm e integra para un proton asignada al protén H-6. Por HMQC (espectro 65) y
HMBC (espectros 67 y 68), se establecié la identidad de la aglicona como

kaempferol.

En el espectro de masas (espectro 52) se tiene una sefial en m/z 593,17
uma [M-1]". Adicionalmente, se observa una sefial en m/z 285,05 uma que
representa la pérdida de dos unidades de glicosidos. En la ampliaciéon del
espectro de RMN-'H (espectro 56), los desplazamientos quimicos y multiplicidad
de los protones anoméricos centrados en 5,11 ppm [d(7,5 Hz); 1H; H-1"] y 4,51
ppmM (Sancho; 1H; H-1"") indican que la glucosa esta unida a través de un enlace
ecuatorial (B-), mientras que la ramnosa lo hace a través de un enlace axial (a-).?*°
Por HMQC (espectro 65), estas dos sefiales estan asociadas a los carbonos con
desplazamientos quimicos en 104,6 y 102,4ppm que corresponden a C-1"y C-1",

respectivamente.

La unidad de glucosa fue identificada debido a la presencia de un metileno

en 68,57 ppm (C-6") que por HMQC (espectro 66) se correlaciona con las sefiales
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en 3,80 ppm [dd(11;1,5 Hz); 1H; H-65"] y 3,36 ppm [dd(4,5;11 Hz); 1H; H-6,"]. En
COSY (espectro 75), se puede apreciar la correlaciébn entre ambos protones,
confirmando asi su ubicacion sobre el C-6" de la glucosa. Adicionalmente, H-6;"

(espectro 75) mostré correlacién con el protén en 3,32 ppm (m; H-5").

La presencia de la ramnosa se confirmé a traves del doblete centrado en
1,11 ppm que integra para tres protones con acoplamiento de 6 Hz, el cual
corresponde con un sistema AB, es decir, 1,11 ppm [d(6 Hz); 3H; H-6"1].
Adicionalmente, la configuracion del carbono anomérico de la L-ramnosa se
determiné como o- debido al desplazamiento de H-1" (4,51 ppm) junto con las
sefiales en 72,30 ppm (C-3") y 69,73 ppm (C-5"").%>°

La unidén de las subunidades kaempferol, glucosa y ramnosa se establecié
inequivocamente a través del espectro de HMBC (espectros 67-72). Asi, H-1"
(5,11 ppm), se correlaciona con C-3 (135,50 ppm, espectro 69), lo cual confirma la
la unién de la subunidad de glucosa directamente al nucleo de kaempferol a
través de C-3. Mientras que, el proton H-6," (3,36 ppm) interacciona con el
carbono anomérico de la ramnosa C-1" (102,40 ppm, espectro 72). De modo que,
la unién de la ramnosa es a través del metileno de la glucosa (C-1" - C-6"), éste

disacarido es conocido como rutinésido.

Conociendo que todas las asignaciones espectroscopicas realizadas para
el cumpuesto CfH-1 fueron corroboradas con los espectros de COSY, HMQC y
HMBC (tabla 7.15), se establecio la identidad de CfH-1 como: kaempferol 3-O-
rutinésido tambien conocido como nicotiflorin o kaempferol 3-O-B-D-(6-0-L-

ramnopiranosil)glucopirandsido.
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7.4.3.3. Caracterizacion de CfH-2: Kaempferol-3-O-(2"-ramnosil)rutinésido,
Clitorin

CfH-2
Cs3H40019: 740,49 g/mol
37,20 mg (0,066%)
Pfexp: 195-197 °C
Rf: 0,17 (AN-2)
[CAS] 55804-74-5

El compuesto denominado CfH-2 fue aislado como un sdlido de color
marrén de Pfey, 195-197 °C (Pfrep 190-194 °C);** soluble en MeOH e insoluble en
Et,O. Al ser desarrollado por CCF con el sistema de solventes AN-2 y revelado
con AS, se obtuvo una mancha amarilla en el visible y verde brillante bajo la luz de

365 nm. Dichas carateristicas se corresponden con un nucleo flavonoidal.

En la caracterizacion de CfH-2 se analizaron los datos espectroscopicos de
EM (espectros 76-77), RMN-'H (espectros 78-81), RMN-*C (espectro 82-86),
DEPT-135 (espectros 87-88), HMQC (espectros 89-95), HMBC (espectros 96-104)
y COSY (espectros 105-108). En el espectro de RMN-'H se observan sefiales
atribuibles a nucleos aromaticos (espectros 78-79) y restos hidroxilados (espectro
80). Ademas, en el espectro de RMN-*C se observan multiples sefiales entre 60 y
80 ppm (espectros 82, 86) tipicas de compuestos hidroxilados (caracteristicas de
restos  glicosidicos). Debido a las caracteristicas cromatograficas,
espectroscopicas y a los antecedentes fitoquimicos del género Cassia, se limito la

busqueda a esqueletos tipo flavonoides glicosilados.
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En el espectro de masas de baja resolucién obtenido con la técnica ESI
(espectro 76) se observa una sefial en (m/z 741,31 [M+H]") para una férmula
condensada de Cs3H40019 Y que se corresponde con los datos reportados para el

283

kaempferol 3-O-(2"-ramnosil)rutindsido,“** el cual ha sido reportado previamente

en las hojas de especie Cassia fistula,?®

y fue aislado por primera vez con el
nombre de clitorin de Clitoria ternatea.”®” Por lo tanto, se realiz6 la comparacion
de los datos espectroscépicos de RMN-*H y RMN-*C para kaempferol 3-O-(2"-
ramnosil)rutinésido y el compuesto CfH-2 los cuales son presentados en la tabla
7.16. Asimismo, en la tabla 7.17 se muestran las correlaciones mas importantes
observadas en los espectros de dos dimensiones homo y heteronucleares para el

compuesto CfH-2 (kaempferol 3 O-(2"-ramnosil)rutindsido), figura 7.35.

Por otra parte, la fragmentacion del ion molecular en m/z 741,02 (espectro
77) produjo dos sefales caracteristicas de la fragmentacién de azucares: una en
m/z 285,82 correspondiente a la pérdida de los 3 glicésidos (2-ramnosilrutinosa)
[M-glicosido]®, y la otra en m/z 577,05 aociada a la pérdida de ramnosa [M-
ramnosa]’. Ademas, se tiene una fragmentacion en m/z 256,12 que corresponde a
la pérdida del carbonilo de la aglicona (figura 7.35), dichas fragmentaciones han
sido previamente reportadas para kaempferol 3-O-(2"-ramnosil)rutinésido.?®®
Adicionalmente, se resaltan los fragmentos que corresponden a los picos mas
abundantes observados en el espectro de masas (figura 7.36, espectro 77).

225



Bermudez J., et al., (2015)

Tabla 7.16. Desplazamientos quimicos de protones y carbonos para el compuesto Kaempferol 3-

O-(2"-ramnosil)rutinésido y CfH-2.

Reportado en CD;0D*** Experimental tomado en CD;0OD
HIC a 400MHz dc(ppm)  d¢ (ppm)? a 500MHz 3¢ (ppm)®
3y (ppm) m J (H2) 100MHz 75MHZ*®* &, (ppm) m  J(Hz) a125MHz
2 161,22 156,82 159,01
3 134,34 132,90 134,28
4 179,30 177,52 179,23
5 163,16 161,56 162,93
6 6,18 d 2,1 99,77 98,97 6,18 d 2,0 99,86
7 165,60 164,81 165,66
8 6,37 d 2,1 94,75 94,13 6,38 sa 94,82
9 158,49 157,15 158,41
10 105,96 104,23 105,86
1 123,17 121,33 123,12
2'.6' 8,01 d 8,9 132,13 131,04 8,01 d 9,0 132,11
35 6,89 d 8,9 116,14 115,42 6,90 d 9,0 116,17
4 159,03 160,12 161,16
1” 5,59 d 7,6 100,46 101,12 5,59 d 7,5 100,43
2" 3,59 dd 7,6/8,9 79,90 77,69 3,63 m 79,87
3" 3,53 t 8,9 78,94 75,93 3,55 t 9,0 78,84
4" 3,23 t 8,9 71,97 70,94 3,24 t 9,0 71,86
5" 3,33 ddd 1,0/6,1/8,9 77,10 77,42 3,33 m 76,99
6" 3,81 dd 1,0/12,5 68,32 67,21 3,81 dd 5,0/9,5 68,26
3,37 dd 6,1/12,5 3,38 m
1 5,22 d 15 102,59 100,93 5,22 d 3,0 102,53
2" 3,99 dd 1,5/3,4 72,41 70,67 4,01 sa 72,33
3" 3,78 dd 3,4/9,7 72,33 70,94 3,79 dd 4.5/8,5 72,25
4" 3,33 t 9,7 74,06 72,16 3,33 m 73,78
5 4,05 dq 6,1/9,7 69,91 68,59 4,06 dq 6,5/9,5 69,70
6" 0,98 d 6,1 17,56 18,03 0,98 d 6,5 17,52
1 4,49 d 1,5 102,29 98,97 4,50 S 102,21
2" 3,57 dd 1,5/3,4 72,12 70,67 3,61 m 72,04
3™ 3,47 dd 3,4/9,5 72,33 70,94 3,48 dd 3,5/9,5 72,25
4™ 3,23 t 9,5 73,83 72,16 3,27 t 9,5 73,99
5™ 3,41 dq 6,2/9,5 69,75 68,59 3,40 dq 6,5/9,5 69,88
6" 1,07 d 6,2 17,84 17,62 1,07 d 6,5 17,81

a) DMSO-d6; b) Los datos de RMN-"*C son reportados con dos cifras decimales, a fines de

comparacion con la bibliografia.
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Tabla 7.17. Desplazamientos quimicos de protones y carbonos y correlaciones H-H y H-C para el

compuesto CfH-2 (Kaempferol 3-O-(2"-ramnosil)rutinésido)).

H/C Oy (ppm) dc (ppm) DEPT HMQC HMBC COSsYy

2 159,01 C

3 134,28 C

4 179,23 C

5 162,93 C

6 6,18 99,86 CH C-6 C-5; C-7,C-8;C10

7 165,66 C

8 6,38 94,82 CH C-8 C-6,C-7,C-9;C-10

9 158,41 C

10 105,86 C

r 123,12 C
2.6 8,01 132,11 CH Cc-2,C-6 Cc-2,Cc-4 H-3";H-5'
3.5 6,90 116,17 CH C-3,C-% c-1,c-4 H-2";H-6'
4 161,16 C

1” 5,59 100,43 CH C-1" H-2" H-2”

2" 3,63 79,87 CH c-2" H-1" H-1"

3” 3,55 78,84 CH C-3” H-4"

4" 3,24 71,86 CH Cc-4" H-5" H-3";H-5"
5” 3,33 76,99 CH C-5" H-4";H-6,"
6," 3,81 68,26 CH, C-6" H-5"
6p" 3,38

1 5,22 102,53 CH c-1v C-27,C-37;,C-5"

2" 4,01 72,33 CH c-2v Cc-37,C-4" H-3"
3" 3,79 72,25 CH c-3” C-4” H-2"H-4™
4" 3,33 73,78 CH c-4” c-2",C-3” H-3";H-5"
5™ 4,06 69,70 CH C-5" H-4";H-6"
6" 0,98 17,52 CHs C-6" H-5"
1 4,50 102,21 CH c-1m c-6",C-2"";,C-3",C-5™

2" 3,61 72,04 CH c-2m H-3""
3™ 3,48 72,25 CH c-3™ c-4m H-2"";H-4""
4™ 3,27 73,99 CH c-4™ C-3" H-3"";H-5"
5™ 3,40 69,88 CH c-5™ H-4"H-6""
6" 1,07 17,81 CHs c-6™ H-5""
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Figura 7.35.- Correlaciones HMBC (<4+—) y COSY (<) para el compuesto CfH-2 (Kaempferol 3

O-(2"-ramnosil)rutinosido).

El patron de sustitucion AA'BB’' elucidado en el compuesto CfH-1
(nicotiflorin), también fue observado en el espectro de RMN-'H (CDs;OD) del
compuesto CfH-2 (clitorin), es decir, 8,01 ppm [d(9 Hz); 2H; H-2", H-6"] y 6,90 ppm
[d(9 Hz); 2H; H-3", H-5"] (tabla 7.16, espectro 79). Adicionalmente, se observé un
singlete ancho centrado en 6,38 ppm, asignado a H-8 y un doblete de
acoplamiento AB?®** en 6,18 ppm [d(2Hz); 1H; H-6]. Este conjunto de protones
aromaticos fue comparable a los obtenidos en CfH-1, por lo tanto, el compuesto

CfH-2 es un glicésido de kaempferol.

En el espectro de masas (espectro 77) se observo un pico en m/z 741,02
uma [M+H]*. Adicionalmente, se observa una sefial en m/z 285,82 uma que
representa la pérdida de tres glicosidos. El triosido fue confirmado a través del
espectro de RMN-'H para CfH-2 (espectro 78) debido a que las sefiales centradas
en 5,59 ppm [d(7,5 Hz); 1H; H-1"], 5,22 ppm [d(3 HZz); 1H; H-1"] y 4,50 ppm (s;
1H; H-1"") presentaron correlaciones por HMQC (espectro 91) con los
desplazamientos quimicos en 100,43; 102,53 y 102,21 ppm Yy fueron asignados a

C-1", C-1"y C-1"", respectivamente.?>®
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m/z 285 uma [M-glicosido] ™

i -CHO

o
=
HO
HO o /©/ HO
N m/z 577 uma [M-ramnosa]”
No

m/z 256 uma [Kaempferol-CHO]"

Figura 7.36.- Fragmentacion propuesta para el compuesto CfH-2, (Kaempferol 3-O-(2"-

ramnosil)rutinésido).

Dos de estos glicésidos fueron identificados como ramnosa debido a la
presencia de 2 dobletes centrados en 1,07 ppm [d(6,5 Hz); 3H; H-6""] y 0,98 ppm
[d(6,5 Hz); 3H; H-6"] los cuales presentaron correlaciones por HMQC (espectro
93) con las sefales en 17,52 ppm [C-6""] y 17,81 ppm [C-6""], respectivamente,

caracteristicas de los grupos metilos en ramnosas.?®® Adicionalmente, las sefiales
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asignadas a H-6"" y H-6" estan acopladas por COSY (espectro 103), con las
sefales en 3,40 ppm [dq(6,5/9,5 Hz); 1H; H-5""] y 4,06 ppm [dq(6,5/9,5 Hz); 1H;

H-5"], respectivamente.

La tercera unidad glicosidica se identifico como B-glucosa debido a la
constante de acoplamiento del proton anomérico en 5,59 ppm [d(7,5 Hz); 1H; H-
1"] y a la presencia del metileno en 68,26 ppm (C-6") el cual mostré acoplamientos
de baja intensidad con los protones centrados en 3,81 ppm [dd(9,5/5 Hz); 1H; H-
62"] y 3,38 ppm [m; 1H; H-6,"], (espectros 92 y 93). A pesar de que en el DEPT
(espectro 88) no se observa un carbono tipo —CH,—, existe un carbono ubicado en
68,26 ppm, que mostr6 una menor intensidad en el DEPT con respecto a la

observada en el espectro de RMN-"*C por lo cual fue asignado a un metileno.

El metileno de la glucosa para el compuesto CfH-1 (nicotiflorin) presentd un
desplazamiento quimico en 68,57 ppm (espectro 64) similar al observado para
CfH-2 (clitorin) por lo que se concluye que la unidad de glucosa esta sustituida en
el metileno.?*® La sustitucién sobre la glucosa se confirmo por HVMBC (espectro
99), pues los protones anomericos de las unidades de ramnosa centrados en 5,22
ppm [d(3 Hz); 1H; H-1"] y 4,50 ppm [s; 1H; H-1""], presentaron correlaciones con
los carbonos en 79,87 (C-2") y 68,26 (C-6") ppm, estableciendo asi las uniones
1”7-2")y (1" -6"), respectivamente.

Las constantes de acoplamiento observadas para los protones anomeéricos,
indican que la glucosa esta unida a través de un enlace ecuatorial (-), mientras

que las unidades de ramnosa lo hace a través de enlaces axiales (a-).
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7.4.4. Ruellia tuberosa L.

7.4.4.1. Caracterizacion de RtB: b-sitosterol, lupeol y betulina

RtB
2036,29 mg
(1,68 %)

H Lupeol

HO B-sitosterol OH Betulina

La fraccion RtB fue aislada como una pasta verde, represento el 1,68%
respecto al material vegetal y estuvo enriquecida en clorofilas, el esteroide -
sitosterol y los triterpenos lupeol y betulina. Los tres ultimos fueron identificados
por CCF comparativo con muestras auténticas con valores de Rf de 0,38; 0,53 y

0,31 respectivamente, desarrollados con la mezcla AN-6.

7.4.4.3. Caracterizacion de RtE: compuesto polihidroxilado

RtE
1699,3 mg (1,13 %)
Rf: 0,78 (AN-6)

El compuesto denominado RtE se aislé6 como un solido amorfo de color
blanco opaco de Pfey > 300 °C soluble en H,O e insoluble en los solventes
organicos n-hexano, CH,Cl,, CHCIs;, acetona, AcOEt, MeOH, EtOH. Al ser

desarrollado por CCF con el sistema de solventes AN-6, se observo una mancha
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rosada a 365 nm de Rf 0,78, cuya coloracion e intensidad no fue alterada por el

revelado con AS, caracteristica de nacleos polihidroxilados.

Por RMN-'H (espectros 109-110), sélo se observaron tres sefiales
correspondientes a singletes centrados en 3,352; 3,350 y 3,328 ppm
respectivamente. Dichas sefiales son caracteristicas de metilenos hidroxilados, y
debido a la poca cantidad de sefales detectadas, se presume que el compuesto
RtE es altamente simétrico. Sin embargo, no pudo elucidarse la estructura de

dicho compuesto.

7.4.4.5. Caracterizacion de RtB, RtR-1 y RtR-K: b-sitosterol, lupeol y betulina

RtB
2039,39 mg (1,35 %)

RtR-1
291,15 mg (0,10 %)

H Lupeol

OH Betulina RtR'K
520,6 mg (0,18 %)

HO

B-sitosterol

La fraccion RtB, fue obtenida como una pasta higroscépica de color verde y
las fracciones RtR-1 y RtR-K fueron aisladas como pastas higroscopicas rojizas
enriquecidas con el esteroide B-sitosterol y los triterpenos lupeol y betulina, los
cuales fueron identificados por CCF comparativo con muestras auténticas con
valores de Rf son 0,38; 0,53 y 0,31 respectivamente, desarrollado con la mezcla
AN-6. Adicionalmente, en la fraccién RtR-K, se cuantificé por densitometria éptica
el contenido de lupeol, B-sitosterol y betulina como (37,3 + 0,8); (15,6 £ 0,6) y (4,3

* 0,3) %, respectivamente.
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7.5. Resultados sintéticos

En la presente investigacion, los productos sintetizados son presentados
con las enumeraciones relacionadas a sus datos espectroscopicos.
Adicionalmente, se muestran las siglas con las cuales son identificados, la formula
molecular condensada, el peso molecular asociado a la misma, el punto de fusion
experimental, el porcentaje de rendimiento obtenido, el porcentaje de pureza
determinado por HPLC y el numero de registro CAS (por sus siglas en Inglés,

“Chemical Abstracts Service”).

A continuaciéon se presenta un resumen, donde se observa los porcentajes
de rendimientos obtenidos, para la sintesis del cloruro del acido tri-O-alquilgalico
(esquema 7.15), 4-aminoalquilpiridina (esquema 7.16), a- y B-Pentagaloilglucosa

(esquema 7.17) y del acido tetraacetilelagico (esquema 7.18):

i

O\ OH o\ o\CHS O, O\CH3 O\ OH o\ cl
i i iv 4
R R — —_— —_—
HO ol 94 % HO OH RO OR RO OR RO OR
OH OH OR OR OR
R R R
AG GM Me (92 %) MeGM Me (95 %) AMeG

0,
Bn (90 %) BnGM Bn (97 %) ABNG Bn (94 %) BnGCl

Esquema 7.15. Sintesis del cloruro de acilo del acido tri-O-alquilgalico: i) MeOH/H,SO,(, reflujo
5h; i) Mel, K,CO3, DMF, 50 °C, 12 h; iii) BnCl, K,CO3;, DMF, 70 °C, 12 h; iv) R= Bn: NaOH, (R=Me:
KOH), EtOH, H,0, reflujo, 2 h; v) SOCI,, benceno, piridina, reflujo, 2 h.
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py

R R
\N/

0)

o] X i X

i) _— 49 % P

N N
R

DMAP (49 %)
DEAP (5 %)

Me,
Et,
-(CH,),~,

PPY

N
Il
C

4-CNPy

Esquema 7.16. Sintesis de 4-aminoalquilpiridina a partir de piridina o de 4-cianopiridina: i) Bry,
DEA, NaOH; ii) Bry, pirrolidina, NaOH; iii) acrilamida (AAm), HCl,, DMA, NaOH.

BnG i
BnG -
BnGO 36 %
BnGO
a-PGG-Bn
l it
OH
OH
HO OH O

HO: o
° <} OH
OH
o o
HO. o
o =0 o OH
o
HO o
OH
HG  OH

a-Penta-O-Galoil-D-Glucosa
(a-PGG)

Esquema 7.17. Sintesis estereoselectiva de a- y B-PGG a partir de BnGCl y D-(+)-glucosa (G): i

O Cl
OH
+ i
HO ° Em—
o o HO 55 %
| | oH oH
Bn [e] Bn
\Bn

BnGCl

G

0OGBn

BnG 0
BNG 0GBn

BnGO

B-PGG-Bn

o o o—y
HO o
o7 OH oH
HO
OH oH HO  OH

B-Penta-O-Galoil-D-Glucosa
(b-PGG)

DMAP, ACN, atmésfera inerte, 60 h; ii) TEA, CH,Cl,, atmésfera inerte, 120 h; iii) H,, Pd/C.
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HO OH

AG

Esquema 7.18. Sintesis del acido tetraacetil elagico (AACE) a partir de acido galico (AG): i)
Na,S,0g, AcOH, H,SOy, 1 h; ii) Ac,0, reflujo 2h; iii) Ac,0, piridina, reflujo, 2h.

7.5.1. Derivados de acido gélico.

7.5.1.1. Sintesis de Galato de metilo, GM.

O 7 0\8 GM
CH
’ CgHgO2: 184,14 g/mol

2 Pfexp: 201-202 °C

%Rend: 53-94%
HO™ 5 OH

[CAS] 99-24-1
OH

De acuerdo con el procedimento descrito en la seccion 6.6.1 (pag., 126), se
utilizo AG (20,00 g; 117 mmol), MeOH (200 mL) y H;SOg4c) (5 mL), la mezcla
resultante fue sometida a reflujo por 6 h con agitacion constante. El producto de
reaccion fue recristalizado con una mezcla de MeOH-H,0. Asi, el galato de metilo
(GM) se obtuvo (18,18 g; 84%) como un solido blanco de punto de fusion (Pfexp)
201-202°C (Pfp 201-203°C).**°® Adicionalmente, empleando este método de
reaccion, el GM fue obtenido usando diferentes condiciones de reaccion con
rendimientos de que oscilaron entre 53 y 94%, tabla S1.
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7.5.1.2. Sintesis de tri-O-Bencilgalato de metilo, BhGM.

O 7 .O_8
\CH3

BnGM

‘ 0”5 o C29H260s: 454,51 g/mol
13’©/\ [o) /\©13 Pfexp: 97'99 OC
16

%Rend: 69-90%

@ [CAS] 70424-94-1

De acuerdo con el procedimiento descrito anteriormente (seccion 6.6.2,
método A-l, pagl27), se usé GM (4,43 g; 24 mmol; 1 eq), K,CO3 (19,84 g; 144
mmol; 6 eq), DMF (40 mL), BnCl (8,7 mL; 76 mmol; 3,2 eq), la mezcla se mantuvo

entre 70 y 80 °C durante cinco horas. El producto de reaccion fue recristalizado de

CH,ClI,, donde se obtuvo el BnGM como un sélido beige (8,93 g; 90%), Pfex, 97-99

°C (Pfrep 97-98 °C),*** con un porcentaje de pureza > 98% (Fig., 7.37).

a) b)
140
mAU WVL:280 nnl
] 1-BnGM - 1,353 217
15 A
100
< 1
2
i n
-Q |
50 <
i 0,5 - \ 265
0 T T
B . 200 250 300
20— 0
00 20 40 6.0 80 10,0 (nm)

350

Figura 7.37. Determinacion del porcentaje de pureza de BnGM: a) HPLC-sistema-3, A= 280 nm,

pureza > 98%; b) Espectro UV en eluente.
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Adicionalmente, el BhGM también fue sintetizado empleando los métodos A
0 B (seccion 7.5.2) con porcentajes de rendimiento entre 69 y 90%. Los resultados
son resumidos en la tabla S2, RMN-*H (espectro 111), RMN-'3C (espectro 112).

UV-Vis (ACN): 217 y 266 nm; RMN-'H (270MHz; CDCls): 3,89 (s; 3H;
OCHsa); 5,13 (s; 2H; OCH,Ph; H-16); 5,14 (s; 4H; OCH,Ph; H-9, H-9); 7,23-7,51
(m; 17H; 3xRCgHs, H-2, H-6). RMN-*C (75MHz; CDCls): 52,19 (OCHg; C-8); 71,47
(2xOCHPh; C-9, C-9'); 75,23 (OCH.Ph; C-16); 109,47 (C-2, C-6); 125,37 (C-1);
127,63/127,97/128,07/128,24/ 128,59 (C-11—C-13, C-11—C-13, C-18—C-20);
2x136,82 (C-10, C-10"); 137,61 (C-17); 142,78 (C-4); 152,71 (C-3, C-5); 166,66 (C-
7).

7.5.1.3. Sintesis de tri-O-Metilgalato de metilo, MeGM.

O~ 7 _O_ 8

“CH, MeGM
) C]_]_H1405: 226,23 g/mol
9 9 . o
HgC\ /CH3 Pfexp. 83'85 C
o~ 5 (@]
%Rend: 76-92%
(e}
“cry [CAS] 1916-07-0

Siguiendo el procedimiento descrito en la seccion 6.6.2 (método A-l, pag
127), mediante agitacion constante se utiliz6 GM (4,99 g; 29,3 mmol; 1 eq), K.CO3
(18,34 g; 133 mmol; 4,5 eq), DMF (40 mL), Mel (8,5 mL; 136 mmol; 4,6 eq) y la
mezcla se mantuvo entre 70 y 80 °C por cinco horas. El producto de reaccién fue
recristalizado de la mezcla MeOH-H,O donde se obtuvo como un sélido beige
(5,03 g; 76%), Pfeyp 80-84 (Pfrep 82-84).%° Adicionalmente, el MeGM también fue
sintetizado empleando el método A-lll (seccion 6.6.2, pag 127) y los resultados

obtenidos son resumidos en la tabla S3.
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7.5.1.4. Sintesis del Acido tri-O-Bencilgalico, ABnG.

2 ABNG

o5 o CogH240s: 440,51 g/mol
12’©/\ 0 /\©1z Pfexp: 201-202 °C
13

%Rend: 83-97%

@ [CAS] 70424-94-1

Empleando el método C-Ill (seccion 6.6.3, pag 127), se suspendioé el BhGM
(8,88 g; 19,53 mmol; 1 eq) en una mezcla de EtOH-H,O (170 mL) y se agreg0l
NaOH (1,33 g; 33,23 mmol; 1,7 eq). Luego de 2h en reflujo, la mezcla de reaccion,
aun caliente, fue agregada sobre HClgs vy (240 mL), transcurridos 10 minutos en
ebullicion se filtro. El sélido formado fue lavado con porciones sucesivas de EtOH-
H2O1:1: vv) (40 mL); H20 (40 mL), EtOHgse) (30 mL), MeOH (2x12 mL) y t-BuOMe
(2x12 mL). Asi se obtuvo 8,35 g (97%) cuyo Pfey, 201-202 °C (Pfrep 195-196 °C),
dicho resultado fue reproducible al utilizar entre 1,5 y 1,9 eq de NaOH. El
porcentaje de pureza ABnG fue determinado por HPLC, > 98% (Fig., 7.38).

a) b)
450 AU WVL:217 nnf 15| 216
i 2-ABNG-1,197
3001 1
| <
| 2
200 2 J
1 <
] 0,5 1 265
1007 \\/\
| 0 : : :
] . 200 250 300 350
B0 ) 0
0,0 2,0 4,0 6,0 8,0 10,0 (nm)

Figura 7.38. Determinacion del porcentaje de pureza de ABnG: a) HPLC-sistema-3, A= 217 nm,

pureza > 98%; b) Espectro UV en eluente.
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Por otra parte, al utilizar el método C-Il empleando KOH (22,5 eq) se obtuvo
un porcentaje de rendimiento similar (95 %), sin embargo al utilizar LiOH (1,7 eq)
en MeOH-H,O (1:1; v/v) como solvente de hidrdlisis, el rendimiento disminuyo
hasta 83 % con un Pfe, 191-195 °C, tabla S4, RMN-'H (espectro 113), RMN-'3C
(espectro 114)

UV-Vis (ACN): 217 y 266 nm; RMN-'H (270MHz; DMSO-de): 3,40 (sa; 1H;
COOH); 5,05 (s; 2H; OCH,Ph); 5,18 (s; 4H; 2xOCH,Ph; H-8, H-8'); 7,27-7,48 (m;
17H; 3xRC¢Hs, H-2, H-6). RMN-C (75MHz; DMSO-dg): 70,98 (2xOCH,Ph; C-8,
C-8); 7485 (OCH.Ph; C-9); 109,20 (C-2, C-6); 126,67 (C-1);
128,12/128,43/128,63/128,71/128,96 (C-10—C-12, C-10—-C-12’, C-14—C-17);
137,44 (C-14); 137,99 (C-7, C-7’); 141,81 (C-4); 152,61 (C-3, C-5); 167,35 (C-7).

7.5.1.5. Sintesis del Acido tri-O-Metilgalico, AMeG.

(@] 7 _OH
AMeG
2 C]_oH]_zOsZ 212,20 g/mol
8’ 8
H3C\ /CH3 Pfexp 175'176 OC
5
© © %Rend: 15-95%
(0]

CHy [CAS] 118-41-2

De acuerdo con lo descrito en el método C-Il (seccién 6.6.3, pag 128), se
suspendio el MeGM (2,51 g; 11,12 mmol; 1 eq) en una mezcla de EtOH-H,O (7:3;
v/v) (100 mL) y se agregé KOH (6,15 g; 109,6 mmol; 10 eq). Luego de 2h en
reflujo, el solvente organico fue evaporado a presion reducida y el residuo fue
suspendido en H,O (50 mL), acidificado con H2SOy) (pH 3) y extraido con CHCls
(4x15 mL). Las fracciones organicas fueron combinadas, lavadas con HClc) (2x20

mL) y posteriormente secada sobre Na,SO,. El crudo de reaccion obtenido, fue
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recristalizado con la mezcla MeOH-H,0. Asi, se obtuvo 2,25 g (95 %) de un sélido
tipo agujas de color beige con un Pfey 168-171 °C (Pfiep 168-171 °C).

Al cambiar el solvente de hidrélisis a MeOH-H,0O (1:1; v/v) y utilizar KOH
(10 eq), mediante reflujo con método C-I, el rendimiento disminuy6 drasticamente
hasta 15 %. Sin embargo, éste meétodo (C-I) fue reproducible al utilizar LiIOH (3 eq)
a temperatura ambiente en la mezcla MeOH-H,0 (1:1; v/v) durante 2 h (73-77 %,
Pfexp 176-177 °C), tabla S5.

7.5.1.6. Sintesis de Cloruro de 3,4,5-tri-O-Bencilgaloilo, BnGCI.

2 BnGCl

Y o 5 o C28H23C|O4: 458,93 g/mol
1Z'©/\ (0] /\©12 Pfexp: 119'121 OC
13

%Rend: 24-94%

@ [CAS] 1486-47-1

Al realizar exactamente procedimiento descrito en la seccién 6.6.4 (pag
128), se obtiene el producto BnGCI con un porcentaje de rendimiento reproducible
entre 61 y 65%; al modificar ligeramente el procedimiento de enfriamiento,
mediante la aplicacion de vacio, luego de la adicion de éter de petroleo, el

rendimiento de la reaccion fue de 24 %, tabla S6.

BnGCl fue sintetizado manteniendo el orden de adicién de los reacitvos
descrito en el procedimiento de la seccién 6.6.4, pero realizando una ligera
modificacion con respecto a la dilucion de los reactivos en el solvente antes de ser
adicionados al medio de reaccién. Asi, mediante agitaciéon constante y en
atmosfera de Ny, se suspendio 2,53 g (5,73 mmol; 1 eq) de ABnG en 30 mL de
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CeHs vy se agregd 57,9 mmol (10 eq) de SOCI;, (4,2 mL disuelto en 10 mL de
CeHs). Seguidamente, se adiciono 1,32 mmol (0,23 eq) de piridina (106 pL disuelto
en 5 mL de CgHg), manteniendo la mezcla de reaccién en reflujo por 2 horas bajo
atmosfera inerte. Luego, se agrego 40 mL de éter de petréleo y aun en atmosfera
inerte se llevo el balén de reaccion a temperatura ambiente; posteriormente, se
enfri6 en una mezcla de agua-hielo-sal, para obtener el producto en forma de
agujas, el cual fue utilizado en el proximo paso de reaccién sin mayor tratamiento
de purificacion. El precipitado presenté un Pfeg, 119-121 °C (Pfrep 116,5-117 °C)**,
Una pequefia porcién del precipitado fue recristalizado de n-hexano y se obtuvo el
mismo punto de fusién del producto precipitado. Asi, se produjo 2,47 g producto
BnGCl lo que representa un 94% de rendimiento. Rf: 0,81 (V-1); UV-Vis (ACN):
217 y 289 nm.

7.5.2. Derivados de 4-aminoalquilpiridina

El método D fue definido luego de varios intentos de sintesis utilizando
relaciones molares de piridina (py) y bromo molecular (Bryg) de tres a uno (3:1;
py-Bry) 294,295

satisfactorio, principalmente debido a la reaccion de polimerizacién causada por el

y aunque dieron lugar al producto deseado, el rendimiento fue poco

exceso de piridina en presencia del perbromuro de piridina (pyeBr, 6
py-Br4) 294,296,297

Br,), tabla S7.

, el cual es formado en CHCI3 por una relacion equimolar (1:1; py-
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7.5.2.1. Sintesis de 4-dimetilaminopiridina, DMAP.

H3C\N/CH3 DMAP
4 C7H10N2: 122,18 g/mol
= Pfexp: 110-114 °C
%Rend: 49%
\ 2
N [CAS] 1122-58-3

DMAP fue sintetizado satisfactoriamente siguiendo el procedimiento
descrito anteriormente en el método E (seccion 6.6.5, pag 129). Para la formacién
del intermediario cloruro de N-(2-carbamoiletil)-4-cianopiridina (NCME-CNPYy), se
utilizé 4-CNPy al 98% de pureza (2,13 g; 20,09 mmol; 1 eq), AAm al 50% en agua
(2,91 g; 20,40 mmol, 1,01 eq) y HCl) (1,6 mL; 52,18 mmol; 2,6 eq). Mientras que
el nucledfilo se prepar6 a través de una mezcla de DMA al 40% en agua (3,2 mL;
28,39 mmol; 1,4 eq) en NaOH de concentraciéon 11,16 M (1,5 mL; 16,74 mmol; 0,8
eq). El producto crudo luego de ser solubilizado en caliente con AcOEt y
precipitado de n-hexano presentd un Pfe, 110-114 °C (Pfiep 112-114 °C). Asi, se
produjo 1,22 g de producto DMAP lo que significa un 49 % de rendimiento. Al
emplear los métodos D-I y D-ll el rendimiento de la reaccion disminuyo
significativamente (< 5 %), tabla S7. Sin embargo, estos métodos fueron utiles
para la sintesis de los analogos DEAP y PPY descritos en las siguientes

secciones.
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7.5.2.2 Sintesis de 4-dietilaminopiridina, DEAP.

BCH3 CHg DEAP

NN CoH1aNo: 150,22 g/mol
4 Pfexp: 72-76 °C
X %Rend: 5%

5 ‘ _ [CAS] ND
N

De acuerdo con el procedimiento descrito en el método D-I (pag. 129), para
el obtener el perbromuro de piridina, se utilizé py (10,1 mL; 124 mmol; 1 eq), Brag
(7,1 mL; 139 mmol; 1,1 eq), CHCI; (100 mL). El nucledfilo se preparé con la
mezcla de DEA (14,2 mL; 137 mmol; 1,1 eq) y NaOH11,16 my (12,4 mL; 138 mmol;
1,1 eq). Al basificar (pH < 10) el medio de reaccion con NaOH11,16 m) S€ formo un
precipitado, soluble en metanol, el cual fue filtrado. A éste ultimo se le ajusto pH
12, donde la fase organica fue extraida y evaporada a sequedad a temperatura
ambiente. La unidén del precipitado y el filtrado fue lavada con n-hexano en
caliente. Asi, se produjo la DEAP (1,00 g; 5 %) con un Pfey, 72-76 °C (Pfrep 81-82
°C), tabla S7.

7.5.2.3. Sintesis de 4-pirrolidilaminopiridina, PPY.

PPY
CoH12N>: 148,21 g/mol
4 Pfexp: 55-57 °C
= %Rend: 45%
S ‘ 5 [CAS] 2456-81-7
N

Z<j
Q =

Al utilizar el método D-II (pag. 129), se preparo el perbromuro de piridina a
partir de py (10 mL; 124 mmol; 1 eq), Bryg (7 mL; 137 mmol; 1,1 eq), CHCI3 (50
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mL). El nucledfilo se prepard con la mezcla de pirrolidina (12,3 mL; 150 mmol; 1,2
eq) Yy NaOH@1,16 m) (13,5 mL; 151 mmol; 1,2 eq). Al basificar el medio de reaccion
(pH > 12), con NaOH@1,16 m), la fase organica fue extraida con un embudo de
separacién a la cual se le agreg6 n-hexano para precipitar el producto. Luego de
filtrado fue lavado con n-hexano en caliente. Asi, se produjo la PPY (8,30 g; 45 %)
presentd un Pfe,, 55-57 °C (Pfiep 57-58 °C), tabla S7.

7.5.3. Derivados de penta-O-Acil-D-glucosa

Los derivados glucosidicos acetilados y benzoilados fueron sintetizados
usando métodos reportados en la literatura, sin realizar modificaciones en los
procedimientos. Mientras que, los glucésidos bencilgaloilados se obtuvieron por
modificacion de los métodos reportados. Los rendimientos de reaccién fueron
determinados por HPLC usando ACN como eluente, una columna Acclaim 120-
C18 (100x2,1 mm; 3 um), un flujo de 0,310 mL/min y un detector UV-Vis de cuatro
canales (A= 217, 220, 254 y 280 nm). Por otra parte, la purificacion de los
compuestos bencilgaloilados fue realizada por cromatografia en columna, y las
condicones de cada purificacion son presentadas en la tabla S8.

7.5.3.1. Sintesis de Penta-O-Acetil-b-D-glucosa, b-PAG.

CHj

N b-PAG
C16H22011: 390,40 g/mol
Pfexp: 135-136 °C
%Rend: 20-46 %
[CAS] 604-69-3

Siguiendo el procedimiento descrito en la literatura,?®® mediante agitacién

constante, se sometid a reflujo por 1 %2 h, la mezcla de glucosa (101,6 mg; 0,56
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mmol; 1 eq), Ac,O (0,5 mL; 5,29 mmol; 9,4 eq), AcONa (8,2 mg; 0,10 mmol; 0,2
eq) y benceno (0,9 mL). Seguidamente, a la mezcla de reaccion se le agreg6 agua
(0,3 mL), se neutralizé con solucion diluida (3-5%) de NaOH y se traté con varias
porciones de benceno. Posteriormente, la fase organica fue evaporada a
sequedad y el producto crudo fue recristalizado de EtOH. B-PAG también fue
sintetizado empleando éste mismo procedimiento con diferentes solventes y
equivalentes de reactivos, tabla S9, RMN-'H (espectro 115 ), RMN-**C (espectro
116).

RMN-'H (270MHz; CDCls): 3,78-3,82 (m; 1H; H-5); 4,07 (d; 12,4 Hz; 1H; H-
6a); 4,23-4,27 (m; 1H; H-6b); 5,08 (t; 9,2 Hz; 1H; H-4); 5,09 (t; 9,2 Hz; 1H; H-2);
5,22 (t; 9,2 Hz; 1H; H-3); 5,67 (d; 1H; H-1). RMN-'3C (75MHz; CDCls): 20,48
(3xCH3); 20,61 (CHs); 20,71 (CHg3); 61,62 (C-6); 68,02 (C-4); 70,46 (C-2); 72,86
(C-3); 72,90 (C-5); 91,83 (C-1); 168, 84/169,14/169,32/169,98/170,48 (RCOOR)).

7.5.3.2. Sintesis de Penta-O-Acetil-a-D-glucosa, a-PAG.

Oy CHs

he a-PAG

C16H22011: 390,40 g/mol
Pfexp: 116-117 °C
%Rend: 28-38 %
[CAS] 604-68-2

Siguiendo el procedimiento descrito en la literatura,?*® en una mezcla agua-
hielo-sal, se suspendio G (2004,7 mg; 11,13 mmol; 1 eq) en Ac.0 (10,5 mL; 111,1
mmol; 10 eq). Manteniendo la temperatura (T<0 °C), se agregd H,SOu) (1 gota) y
la mezcla de reaccion se llevé a temperatura ambiente con agitacion constante
por 24 horas. Seguidamente, se agregé EtOH (10 mL) para remover el anhidrido
acético que no reacciond. Luego se concentro la solucidon a temperatura ambiente

y se afladio una nueva porcion de EtOH (50 mL) y se enfrié a 0 °C por 2 h, para
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precipitar un solido blanco (Pfex, 111-115 °C), Pfiep>° 109-111; 112 °C. Dicho
solido fue recristalizado de EtOH (Pfex, 116-117 °C) y corresponde al producto
esperado a-PAG (1230,4 mg, 28%),

Al realizar todo el procedimiento a 0 °C por 24 h, el porcentaje de

rendimiento de la reaccion fue de 38%, el cual es mayor al obtenido previamente.

7.5.3.3. Sintesis de Penta-O-Benzoil-b-D-glucosa, b-PBG.

.

(e]

b-PBG
C41H32044: 700,69 g/mol
Pfexp: 194-197 °C
%Rend: 99 %

%3 o B 1
[CAS] 14679-57-3

Siguiendo el procedimiento descrito en la literatura,®* se disolvié la glucosa
(605,81 mg; 3,36 mmol; 1 eq) en piridina anhidra (3 mL) y se agreg6 cloruro de
benzoilo (BzCl, 2,4 mL; 20,66 mmol; 6,1 eq). Después que finalizé la reaccion
inicial, y mediante agitacion constante, se calentd suavemente la mezcla de
reaccion y se agregé en 10 mL de agua destilada para precipitar el producto, el
cual se decanto y se lavd con 5 mL de NayCOgac, s%) Se filtrd por succion y se
recristaliz6 de EtOH (2332,38 mg; 99%), Pfey, 194-197 (EtOH), Pfie,>%* 170-180
(EtOH), y posteriormente se recristalizo de AcOEt, Pfe, 157-159°C (AcOE)
Pfrep "2 156-157°C (AcOEt), RMN-'H (espectro 117 ), RMN-'°C (espectro 118).

UV-Vis (ACN): 230 y nm; RMN-'H (270MHz; CDCl,): 4,38-4,44 (m; 1H; H-
6a); 4,51 (dd; 12,15/4,59 Hz; 1H; H-6b); 4,65 (ddd; 12,15/9,45/2,70 Hz; 1H; H-5);
5,83 (t; 9,45 Hz; 1H; H-4); 5,87 (dd; 9,45/8,1 Hz; 1H; H-2); 6,05 (t; 9,45 Hz; 1H; H-
3); 6,30 (d; 8,1 Hz; 1H; H-1); 7,24-7,57 (m; 15H; I-V: H-3', H-4', H-5"); 7,84-8,05 (m;
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10H; H-2', H-6"). RMN-"3C (75MHz; CDCls): 62,85 (C-6); 69,31 (C-4); 71,05 (C-2);
72,99 (C-3); 73,33 (C-5); 92,84 (C-1); 128,38/128,45/128,65/128,87 (I-V: C-3', C-
5Y; 129,70/129,88 (I-V: C-2', C-6"); 130,25 (I-V: C-1); 133,09/133,35/133,45/
133,52/133,82 (I-V: C-4); 164,64/2x165,20/165,73/166,14 (I-V: RCOOR’, C-7)).

7.5.3.4. Sintesis de Penta-O-Benzoil-a-D-glucosa, a-PBG.

0% /[ j
a-PBG
/; o=
o

C41H32011: 700,69 g/mol
o)

Pfeyp! °C
o

*o o;(@ %Rend: %
—0
5 [CAS] 22415-91-4
Inicialmente se intentd sintetizar o-PBG de acuerdo al procedimiento

descrito en la literatura®®® usando BzCl, py y CHCls. Sin embargo, sélo se obtuvo
el 4-clorobenzaldehido (8,67 g; 51%; Pfey 43-44 °C), el cual es un producto de

isomerizacion del reactivo cloruro de benzoilo.

De acuerdo con el procedimiento G-Ib, se utilizé BzCl (392 uL; 3,39 mmol; 6
eq), G (101,53 mg; 0,56 mmol; 1 eq) y DMAP (537,00 mg; 4,40 mmol; 7,8 eq) en
ACN (30 mL) a 0 °C por 2 h. Luego, el crudo de reaccion se agrego sobre agua
destilada para precipitar el producto, el cual fue decantado y lavado con agua
destilada, posteriormente se recristalizo de EtOH. Asi, se obtuvo el producto a-
PBG. Los puntos de fusién reportados para las recristalizaciones de EtOH y
Acetona-H,0 son 187 °C*%?y 185-186, respectivamente.

Al realizar el procedimiento G-lb a temperatura ambiente se obtiene el
anomero B-PBG en 43% Pfey, 196-197 °C.
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7.5.3.5. Sintesis de Penta-(3,4,5-tri-O-Metilgaloil)-D-glucosa, PGG-Me.

Se intentd sintetizar el producto denominado PGG-Me usando el derivado
del &cido galico, AMeG, y DCC como agente acoplante a través de las
condiciones de esterificacion de Steglich descritas en los métodos F-la, F-lb y F-Ic
(seccion 6.6.6, pags., 130-131). Sin embargo, no fue posible obtener el producto
deseado por dichos métodos, todos los intentos de sintesis de PGG-Me mostraron

la formacion de un producto desconocido con Py 213-218°C, tabla S10.

7.5.3.6. Sintesis de Penta-(3,4,5-tri-O-Bencilgaloil)-D-glucosa, PGG-Bn.

Se intentd sintetizar el producto denominado PGG-Bn usando el derivado
del 4cido galico, ABnG, y DCC como agente acoplante a través de las condiciones
de esterificacion de Steglich descritas en los métodos F-la, F-Ib y F-Ic (seccién
6.6.6, pags., 130-131). Los resultados mostraron la formacion del producto
deseado al utilizar como catalizador nucleofilico la DMAP o sus analogos de
mayor capacidad nucleofilica denominados DEAP y PPY. Sin embargo, el
rendimiento de la reaccion fue muy bajo (£ 1%); entre los productos colaterales,
se encontr6 el éster metilico del acido (BnGM), el anhidrio del acido (AABNnG) e
incluso la N-acilurea del &cido denominada NBnGAU (espectro 119), tabla S11.

Al utilizar HOBt*H,O como agente acoplante, se desarrollo otro método de
sintesis (método J, pag., 133). Para ello se utiliz6 ABnG (1,85 g; 4,21 mmol; 7,5
eq), CH.Cl,-DMF (30:2; v/v), HOBt*H,O (644,50 mg; 4,21 mmol; 7,5 eq), DCC
(873,19 mg; 4,23 mmol; 7,5 eq), G (102,40 mg; 0,56 mmol; 1 eq) y DMAP (48,83
mg; 0,40 mmol; 0,71 eq). Luego de 18 horas, se agregé 1 mL de ACOH ac, 10%) a la
mezcla de reaccién y el producto fue filtrado al vacio, se concentré a temperatura
ambiente y posteriormente en desecador al vacio. El crudo de reaccion se purifico
por cromatografia en columna de silica gel usando como eluente la mezcla n-Hex-

CH.Cl, (1:1; v/v). Sin embargo, no se logro incrementar el rendimiento (£ 1 %) del
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producto deseado. Donde, el producto mayoritario (70 %) correspondio al
acoplamiento entre el ABnG y HOBt*H,O el cual es denominado “éster activo” o
BnGOBt (espectros 120-123).

Al utilizar el BhOGBt (método K, pag., 133) como material de partida para la
obtencién de PGG-Bn el rendimiento fue de 3 %. Sin embargo, al usar AABnG
(método I, pag 133) como agente acilante se encontré que el rendimiento de la
reaccion fue de 55% (determinado por HPLC), y correspondié a la mezcla (39:61)
de los anomeros a- y B-PGG-Bn, cuya separacion por cromatografia en columna

fue compleja (figura 7.39).

Dichos resultados promovieron la creacion de nuevos métodos de sintesis
estereoselectivos para la obtencion de los andmeros utilizando al cloruro de acilo,
BnGCIl, como agente acilante, basados en el esquema 5.2 (pag., 98), cuyos

resultados son presentados en la tabla 7.18 y descrito en las secciones siguientes.
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Figura 7.39. Purificacion por cromatografia en columna de la mezcla (39:61) de los anémeros a- y

B-PGG-Bn, obtenidos por el método | usando AABnG como agente acilante.
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Tabla 7.18. Condiciones estereoselectivas para la sintesis de los anémeros a- y 3-PGG-Bn.

G (mg) BnGCl Catalizador Tiempo %Rend
Método  Solvente o/B?
[1eq] mg eq Base eq (h) (%)
85,58 1096,9 5,0 G-lb CH,CI, DMAP 5,6 48 0:100 <1°
18,97 228,6 5,0 G-la ACN DMAP 5,6 20 59:41 59°
81,20 1042,0 5,0 G-lb ACN DMAP 6,0 60 95.5 36¢
65,00 8320 50 G-lc CH,Cl, TEA 6,1 60 (--)°
400,88 5000,0 4,9 G-lb ACN DMAP 5,2 48 96:4 11'
30,77 336,0 4,3 G-lc CH,CI, TEA 10,0 48 0:100 8Y
65,61 834,7 5,1 G-lc CH,CI, TEA 6,0 60 0:100 <19
223,50 4476,4 7,9 H CH,CI, TEA 8,7 45 0:100 6"
8,7  45+20 0:100 gma
8,7+29,1" 65"+55 0:100  55™
58,10 1400,4° 5,1 | CH,Cl, DMAP-TEA 7,7:11,3 2' 39:61 55°
56,00 1157,7% 6,7 K 1,2-DE TEA 23 19 100:0 3

a) relacion o/f determinada por HPLC-Sistema-3: (Acclaim 120-C18; 100x2,1 mm; 3 um; ACN;

0,310 mL/min; A= 217 y 220 nm); b) AABNnG; c) hubo formacion de BnhGM como producto colateral
en un 17%; d), hubo formacién de BnGM; e) s6lo se obtuvo el AABnG (90%) de Pf 173-175°C

(usado en el método I); f) a-PGG-Bn (550,5 mg), adicionalmente se obtuvo un compuesto 2015,4

mg, que recristalizado de acetona presenta un Pf 65°C (puede ser 1,2,3,6-tetra-GG-Bn); Q)
mayormente producto colateral AABnG (90-94%) Pf.,, 172-174 °C (usado en el método [); h) se

adiciono luego de 65 h de reaccon; i) agitacion a temperatura ambiente; j) reflujo vigoroso; k)
reflujo; 1) AABnG (80%); m) AABNG (76%); n) AABnG (3%); o) AABnG, obtenido como producto
colateral de reacciones previas; p) a-PGG-Bn (25%), B-PGG-Bn (30%); q) BnGOBt, obtenido como

producto colateral en reacciones previas.
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7.5.3.6.1. Sintesis de Penta-(3,4,5-tri-O-Bencilgaloil)-a-D-glucosa, a-PGG-Bn.

a-PGG-Bn
C146H122026: 2292,52 g/mol
Pfexp: 65-69 °C
%Rend: 36 %
[CAS] 70424-95-2

Siguiendo el procedimiento descrito en la seccion 6.6.2 (método G-lb, pag
132), en atmosfera inerte de Ny, se utilizé BnGCI (1042,0 mg; mmol; 5,0 eq), G
(81,20 mg; mmol; 1 eq), DMAP ( mg; mmol; 6 eq) y ACN (mL) durante 60 horas. El
crudo de reaccion obtenido por evaporacion del solvente fue lavado con acetona,
donde el filtrado fue evaporado y tratado con éter de petréleo. Tanto el residuo
como las aguas madres del éter de petroleo fueron purificadas por cromatografia
en columna, lo cual produjo un total de 550 mg (36 % rend) de a-PGG-Bn de
pureza = 97% (Figs., 7.40 y 7,41). RMN-"H (espectros 123, 124).

UV-Vis (ACN): 217 y 272 nm; RMN-'H (270MHz; CDCls): 4,34 (dd; 12/5;
1H-6); 4,57-4,64 (m; 1H; H-5); 4,87 (d; 8,6 Hz; OCH,Ph); 5,00 (d; 9,2 Hz
OCH,Ph); 5,11 (d; 8,1 Hz; OCH,Ph); 5,63 (dd; 10,4/3,6; 1H; H-2); 5,79 (t; 10 Hz;
1H; H-4); 6,38 (t; 10 Hz; 1H; H-3); 6,85 (d; 3 Hz; 1H; H-1); 7,17-7,50 (m; 85H;
15XRCgHs, 5x(H-2', H-6")).
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Figura 7.40. Purificacion por cromatografia en columna de o-PGG-Bn, obtenido por el método G-
Ib: a) fraccién correspondiente al residuo de éter de petréleo; b) fraccion correspondiente a las

aguas madres del lavado con éter de petréleo.
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Figura 7.41. Determinacion del porcentaje de pureza de o-PGG-Bn (15,197 min) y de B-PGG-Bn
(16,747 min): a) HPLC-sistema-3, A= 217 nm, pureza > 97%; b) Espectro UV en eluente.
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7.5.3.6.2. Sintesis de Penta-(3,4,5-tri-O-Bencilgaloil)-b-D-glucosa, b-PGG-Bn.

b-PGG-Bn
C146H122026: 2292,52 g/mol
Pfexp: 69-72 °C
o %Rend: 55 %
\Bn [CAS] 122625-60-9

Siguiendo el procedimiento descrito en la seccion 6.6.2 (método H, pag
132), se utilizé BnGCl (4476,4 mg; 9,75 mmol; 7,9 eq), G (223,5 mg; 1,24 mmol; 1
eq), TEA (6,5 mL; 46,89 mmol; 38 eq) y CH,Cl, (60 mL) durante 120 horas en
atmosfera inerte de Nyg. La formacion del producto de interes (B-PGG-Bn) fue
monitoreada por HPLC. Durante las primeras 45 h de reaccion, se utilizé TEA (8,7
eq) a temperatura ambiente, sin embargo el producto mayoritario en ese momento
fue el AABnG (80 %) mientras que el material de partida BnGCl se habia
consumido en su totalidad, esto también fue observado repetidamente al utilizar el
método G-Ic (tabla 7.16). Sabiendo que AABNG es también un agente acilante, se
decidié incrementar la temperatura hasta obtener un reflujo vigoroso, el cual se
mantuvo por 20 h, como consecuencia, se incremento la presencia de p-PGG-Bn
(9 %) y el AABnG disminuyo ligeramente (76 %), hecho por el cual se decidio
agregar mas TEA (29,1 eq), al mismo tiempo se disminuyo el calentamiento
manteniendo la reaccion en reflujo suave durante 55 h, tiempo en el cual la
presencia del AABnG fue de 2 % (figura 7.42).
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Figura 7.42. Seguimiento por HPLC de la sintesis de B-PGG-Bn, a través de AABNnG formado in
situ a partir del BnGCl, utilizando TEA como catalizador.

Siguiendo con las especificaciones del método H, el crudo de reaccion
obtenido fue solubilizado en CH,Cl, y se agrego silica gel (2 g), posteriormente fue
secada y agregada sobre una columna de placa porosa rellena de silica (10 g;
50x18 mm) la cual fue eluida con CH,ClI, (150 mL) y MeOH (100 mL). La fraccién
de CH,Cl, (2,64 g) fue purificada por cromatografia en columna y se obtuvo un
total de 1550 mg (55 % rend) de B-PGG-Bn de pureza = 98% (figura 7.43).
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Figura 7.43. Purificacion por cromatografia en columna de B-PGG-Bn, obtenido por el método H,

fraccion de CH,CI, proveniente del crudo de reaccion.
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7.5.3.7. a-Pentagaloilglucosa, a-PGG.

OH

OH

a-PGG
C41H320261 940,68 g/mol
o Pfeyp: > 230 °C
OH
%Rend: 62 %
[CAS] 70470-10-9

OH

De acuerdo con el procedimiento reportado en la literatura y descrito en el
meétodo L (pag. 134), se utiliz6 a-PGG-Bn (243,78 mg; 96%; 0,102 mmol; 1 eq),
THF (20 mL), Pd10%/C (57,12 mg; 0,054 mmol; 0,5 eq) bajo atmosfera de Hyg). La
temperatura oscil6 entre 37 y 44 °C durante 24 horas. La mezcla de reaccion fue
filtrada, a temperatura ambiente, a través de celita 545 y lavada con acetona, el
filtrado fue evaporado a sequedad a temperatura ambiente. El crudo de reaccion
fue recristalizado de agua desionizada, sin embargo la formacién del cristal fue
extremadamente lenta (7 dias), por lo que se utilizé una columna cromatogréafica
eluida con CH,Cl,-Acetona (1:0-0:1; v/v) para la purificacion de o-PGG, tabla
S12. Luego se determiné el porcentaje de pureza por HPLC (Fig., 7.44), RMN-'H
(espectros 125-127), RMN-*3C (espectro 128), DEPT-135° (espectro 129).

RMN-'H (270MHz; Acetona-dg): 3,21 (sa; 15H; OH); 4,37 (dd; 12,8/4,2 Hz;
1H; H-6a); 4,55 (dd; 12,7/2,0 Hz; 1H; H-6b); 4,67-4,71 (m; 1H; H-5); 5,48 (dd;
10/3,5; 1H; H-2); 5,79 (t; 10 Hz; 1H; H-4); 6,19 (t; 10 Hz; 1H; H-3); 6,73 (d; 3,51
Hz; 1H; H-1); 7,00; 7,01; 7,08; 7,19; 7,27 (s; 10H; Gal: H-2', H-6"). RMN-'3C (75
MHz; Acetona-dg): 61,88 (C-6); 68, 34 (C-4); 70,18 (C-5); 70,69 (C-2); 70,84 (C-3);
89,60 (C-1); 109,37/109,44/109,54/109,60 (Gal: C-2, C-6);
119,47/119,70/119,94/120,73 (Gal: C-1'); 138,13/138,35/138,54/138,58/138,94
(Gal: C-4Y); 145,08/145,14/145,20/ 145,47 (Gal: C-3, C-5Y);
164,19/164,95/165,26/165,54/165,64 (RCOOR’; Gal C-7').
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Figura 7.44. Determinacion del porcentaje de pureza de a-PGG (11,320 min) y de B-PGG (9,707

min): a) HPLC-sistema-1, A= 280 nm, pureza > 95%; b) Espectro UV en eluente.

7.5.3.8. b-Pentagaloilglucosa, b-PGG.

OH
OH

HO OH
on b-PGG
" @ e Ca1H3:026: 940,68 g/mol
s O
o ° o z (o) /O Pfexp: > 240 OC

HO 03 o 1 o %Rend: 49 %
, @ - [CAS] 14937-32-7
I, o @ HO OH
HO OH

Se realiz6 un procedimiento similar al de la obtencién de a-PGG, so6lo que
en éste caso se utilizé B-PGG-Bn (234,53 mg; 0,102 mmol; 1 eq), THF (50 mL),
Pd100/C (53,04 mg; 0,050 mmol; 0,5 eq), T (38-44 °C) y t 24 h. La mezcla de
reaccion fue filtrada, a temperatura ambiente, a través de celita 545
adicionalmente se utiliz6 una membrana de 20 um y lavada con acetona, el filtrado
fue evaporado a sequedad a temperatura ambiente. El crudo de reaccion fue

recristalizado de agua desionizada y centrifugado y posteriormente lavado con
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varias porciones de agua desionizada, el porcentaje de pureza fue determinado
por HPLC, Fig., 7.43. RMN-'H (espectros 130-132), RMN-*C (espectro 133),
DEPT-135° (espectro 134).

RMN-'H (270MHz; Acetona-dg): 3,14 (sa; 15H; OH); 4,36 (dd; 13/5 Hz; 1H;
H-6a); 4,54-4,58 (m; 1H; H-5); 4,56 (d; 11,07 Hz; 1H; H-6b); 5,61 (m; 1H; H-2);
5,64 (m; 1H; H-4); 6,01 (t; 9,72 Hz; 1H; H-3); 6,31 (d; 8,37 Hz; 1H; H-1); 6,97,
7,01; 7,05; 7,09; 7,16 (s; 10H; Gal: H-2', H-6"). RMN-'C (75 MHz; Acetona-dg):
62,14 (C-6); 68, 71 (C-4); 71,08 (C-2); 72,66 (C-3); 73,28 (C-5); 92,63 (C-1);
109,34/109,50/109,59 (Gal: C-2', C-6"); 119,20/119,79/119,89/120,70 (Gal: C-1);
138,28/138,43/138,48/138,90 (Gal: C-4'); 145,01/145,09/145,14/145,27 (Gal: C-3,
C-5'); 164,24/164,99/165,04/165,25/165,65 (RCOOR’; Gal C-7’).

7.5.4. Sintesis de Acido Elagico.

AE
C14H60g: 302,19 g/mol
Pfexp: >360 °C
%Rend: 15 %
[CAS] 476-66-4

” a la solucion en

ebullicion de AG (9,99 g; 58,74 mmol; 1 eq), en AcOH (100 mL) se le agregd
H,SO4) (5 mL). Posteriormente y en pequefias porciones, se agregd K;S,;Og

Siguiendo el procedimiento descrito en la literatura,®

(10,00 g; 37,01 mmol; 1,3 eq). Durante la adicion del agente oxidante la ebullicion
fue moderada, al completar la adicion se retiro la fuente de calor y la mezcla de
reaccion se dejo en reposo durante Y2 h. Seguidamente, se agregd sobre H,O
(200 mL), donde se formé un precipitado verde que luego de filtrado fue lavado

con varias porciones de H,O. Posteriormente, fue recristalizado con la mezcla
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DMSO-CHCI; (1:1; v/v) lo cual produjo 1,46 g (14 %) de un solido beige cuyo Pfey,
> 360 °C (Pfrep > 360 °C),*** caracterizado e identificado por espectrometria de

masas (espectros 135-136).

7.5.4.1. Acido Tetraacetil-Elagico

AACE
C22H14012: 470,34 g/mol
Pfexp: >340 °C
%Rend: 65 %
[CAS] 4274-26-4

Siguiendo el procedimiento descrito en la literatura,**’ la suspensién de AE
(198,81 mg; 0,66 mmol; 1 eq) en un gran exceso de Ac,0 (10 mL; 106 mmol; 160
eq) se someti6 a reflujo durante 2 h. Seguidamente, se agrego6 sobre H,O fria (10
mL), donde el precipitado formado, fue filtrado y lavado con varias porciones de
H.O, secado y posteriormente recristalizado de AcOEt. Asi se obtuvo 201,8 mg
(65 %) de un solido beige cuyo Pfey, 345-350 °C (Pfrep 343-346 °C), el cual fue
identificado como AACE. Este compuesto, también fue obtenido empleando otro
método, en el que se utiliza piridina como solvente. Sin embargo, el producto de
reaccion aun recristalizado, en dos o tres oportunidades consecutivas, de
diferentes solventes quedaba impregnado de piridina. Los solventes utilizados en

la recristalizacion fueron: MeOH,** AcOEt**® y Ac,0.%’
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7.5.4.2. Acido Tetrametil-Elagico

AMeE
C18H140g: 358,30 g/mol
Pfexp: >340 °C
%Rend: 62 %
[CAS]

Utilizando el procedimiento reportado en la literatura,*® se suspendi6 el AE
(36,18 mg; 0,120 mmol; 1 eq) en acetona anhidra (25 mL) y se agreg6 un gran
exceso del agente alquilante dimetilsulfato (DMS: 2,0 mL; 21,13 mmol; 176 eq)
seguido de K,COg3 anhidro (1,81 g; 13,13 mmol; 109 eq). Luego de 36 horas en
reflujo, la mezcla de reaccién se filtr6 a temperatura ambiente y se lavé el residuo
con acetona. Por otra parte, el filtrado se agreg6 sobre agua fria para precipitar el
producto crudo, el cual fue filtrado, lavado con agua. Posteriormente fue
recristalizado de MeOH lo cual produjo 26,90 mg (62 %) de un solido beige claro

cuyo Pfey, > 340 °C (Pfrep 350 °C con descomposicion)

7.5.4.3. Acido Tetrabencil-Elagico

Se intento sintetizar el derivado bencilado del acido elagico utilizando dos
procedimientos que difieren fundamentalmente en el solvente de reaccion, los
cuales son DMF (método A, pag 126) y acetofenona®®® cuyo procedimiento esta
reportado en la literatura:

DMF: a través del método A se utiliz6 AE (199,22 mg; 0,66 mmol; 1 eq),
BnClI (0,5 mL; 4,34 mmol; 6,6 eq), K.CO3 (736,82 mg; 5,33 mmol; 8,1 eq), DMF
(10 mL), T (76-78 °C), durante 24 h en atmdsfera inerte de Ny(g).

Acetofenona: usando el procedimiento reportado en la literatura, se agrego
0,4 mL de BnCl (3,48 mmol; 5,3 eq) a la mezcla de AE (201,10 mg; 0,66 mmol; 1
eq), 48,62 mg Kl (0,29 mmol; 0,44 eq), 767,06 mg K,CO3 (5,55 mmol; 8,4 eq) en
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2,60 mL de Acetofenona. Luego de 18 h a T 140°C, la solucion fue filtrada en

caliente y lavada con varias porciones de acetofenona caliente.

Sin embargo, en ninguno de los dos casos se logro aislar el producto
bencilado (ABnE), principalmente debido al gran nimero de manchas observadas
por CCF, esto puede ser debido a que el calentamiento prolongado del AE en
presencia de K,COs (pH > 10) sufre un proceso de descarboxilacion,**” por tanto
el producto formado o sus intermediarios pueden descomponerse dando origen a
numerosos productos colateales. Por otra parte el derivado tetrametilico tampoco
se logro obtener utilizando las condiciones descritas en el método A, el mismo fue
obtenido utilizando el agente alquilante DMS como se describié anteriormente en

la seccion anterior.

260



Seccion lll, Capitulo 7 — Resultados—Discusion.

7.6. Resultados bioldgicos

Tabla 7.19.- Inhibicién de G-6-Pasa de los metabolitos aislados y productos sintetizados

. ., Esquema , [uM] % Inh

Procedencia Fraccion I0Adi Tipo de compuesto

pagina -H Act +H Act

Control 4,86 8,48

Ouratea OpB Biflavona/terpenos 68 1,40 43 4,83

OpB-M1 Biflavona 64 1,57 63 3,14

OpC Flavonoides 88 0,52 71 2,46

OpC-4 Flavonoide 21 3,44 61 3,31

OpD Terpenos/flavonoides 92 0,35 45 4,66

OpD-5 Biflavonoide 64 1,57 63 3,14

OpD-9 Nor-sesquiterpeno 14 3,75 +° 9,41

OpD-10 Acido carboxilico ND ND ND ND

Cassia CfC Flavonoides 78 0,96 22 6,61

CfH-1 Flavonoide 60 1,74 64 3,05

CfH-2 Flavonoide 46 2,35 63 3,14

Capraria ChB Porfirinas/terpenos 93 0,31 85 1,27

CbK Porfirinas/terpenos 25 3,27 52 4,07

ChbL Porfirinas/terpenos 27 3,18 56 3,73

CbN Polifenoles/terpenos 42 2,53 7 7,89

CbC Iridoides/glicosidos 49 2,22 3 8,23

CbM-2 Glicésido 400 +° 523 15 7,24

CbM-2Ac? Acetilglicésido 400 +° 5,01 34 5,58

Ruellia RtB Clorofilas/Terpenos 11 3,88 8 7,80

RtC Flavonoides 66 1,48 42 4,92

RtD Flavonoides 71 1,26 53 3,99

RtS 50 2,18 43 4,83

RtSqc 58 183 40 5,09

RtR-K Terpenos/esteroides 400 45 2,40 24 6,44

RtR-C 62 166 29 6,02

RtR-N 22 340 31 585

RtR-N,¢ 52 2,09 42 4,92

RtR-Norg 57 187 42 4,92

Sintesis a-PAG Acetilglucosido 400 11 3,88 20 6,76

B-PAG Acetilglucosido 400 +° 486 27 6,19

a-PBG Benzoilglucosido 400 +° 484 26 6,28

B-PBG Benzoilglucosido 400 +° 482 27 622

a-PGG-Bn Bencilgaloilglucosido 200 +° 5,42 15 7,22

B-PGG-Bn Bencilgaloilglucosido 200 +° 542 12 7,44

o-PGG Tanino hidrolisable 50 77 084 46 2,37

B-PGG Tanino hidrolisable 50 79 089 72 124

AE Tanino no-hidrolisable 200 63° 160 33 5,72

AACE Tanino no-hidrolisable 200 35° 2,84 30 5,93

AMeE Tanino no-hidrolisable 200 34 2,89 14 7,31

a) compuesto sintético; b) porcentaje de activacion; c) p < 0,069.
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Tabla 7.20.- Determinacién del ICsy para aquellos compuestos que mostraron una inhibicién igual

o superior al 35 %.

-H +H
Compuesto IC 50 M +SD + SEM IC 50 M +SD + SEM
OpB-M1 187,90 52,06 26,03
Rutina
CfH-1
CfH-2
a-PGG 8,48 2,32 1,34
B-PGG 6,83 2,12 1,22
AE 76,0 2,16 1,08 ND ND ND
AACE 73,5 13,53 6,76 ND ND ND

Tabla 7.21.- Absorcion intestinal de glucosa de los metabolitos aislados y productos sintetizados

gue mostraron una inhibicién de la G-6-Pasa superior al 35 %.

pmol

Compuesto ) +SD + SEM
absorbidos

Control 8,86 0,47 0,23

AE 9,43 0,30 0,22

AACE 9,45 0,05 0,03

La concentracion final de las muestras fue de 100 pM. Las diferencias no fueron estadisticamente

significativas

Rutina (OpA-3, OpC-4) inhibi6 la actividad de la G-6-Pasa en presencia
de histonas (+H: 61%; microsomas rotos) tres veces mas intensamente que la
inhibicion de la enzima en microsomas intactos (-H: 21%), (Tabla 7.19) por lo cual
se puede sugerir fuertemente que este flavonoide inhibe la subunidad catalitica
(SUC) de la G-6-Pasa en el sistema roto y probablemente también en microsomas
intactos, aun cuando no se puede descartar un posible efecto sobre el
transportador T1

Por otra parte, agathisflavona (OpB-M1, OpD-5) mostr6 un elevado
porcentaje de inhibicion sobre el sistema enzimatico G-6-Pasa, siendo muy similar

en microsomas intactos (-H: 64%) y rotos (+H: 63%), (Tabla 7.19), resultado que
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hace presumir que esta biflavona actta directamente sobre la subunidad catalitica
(SUC) y no sobre los transportadores T1, T2 o T3. Es poco probable que un
mismo compuesto sea capaz de inhibir de una manera tan cercana dos 0 mas
proteinas por lo cual lo mas factible es que la biflavona esté actuando sobre la
SUC. Dicha observacion esta fundamentada en el hecho de que la SUC es una
proteina transmembrana, lo cual la hace accesible al inhibidor en presencia o
ausencia de histonas. Sin embargo, esta observacion debe ser comprobada a

través de ensayos donde el sustrato sea pirofosfato en lugar de glucosa 6-fosfato.

Las fracciones OpA, OpB-MAi, OpC y OpD contienen rutina vy
agathisflavona, de modo que el elevado porcentaje de inhibicién, tanto en
microsomas intactos como en microsomas rotos determinado inicialmente (Tabla

7.3, pag., 137), puede ser atribuido en parte a la presencia de estos flavonoides.

El kaempferol-3-O-rutinésido (CfH-1; -H: 60%; +H 64%) tiene un
comportamiento similar al observado para la agathisflavona, es decir actia
directamente sobre la SUC y no sobre T1. Dicho comportamiento se ve
ligeramente afectado por la presencia de un sustituyente adicional sobre la unidad
de glucosa de CfH-1. Esta observacion se hace evidente con el kaempferol-3-O-
(2”-ramnosil)-rutindsido (CfH-2) ya que el mismo presenta una inhibicibn menor en
microsomas intactos (-H: 46%), sin embargo mantiene una inhibicion significativa
sobre la SUC (+H: 63%) al igual que CfH-1. Es decir, el sustituyente adicional en
CfH-2 respecto de CfH-1 hace que disminuya la especificidad sobre la inhibicién
de la SUC.

Los flavonoides CfH-1 y CfH-2 provienen de la fraccion CfC (esquema 7.7,
pag, 162). También fueron detectados en la fraccion CfD, por lo que se puede
atribuir en parte la actividad biolégica observada en CfD y CfC (tabla 7.3, pag.,
137) a la presencia de dichos compuestos. Por otra parte, las fracciones CfB y
CfR-B presentaron una inhibicién significativa sobre el sistema enzimatico G-6-
Pasa (tabla 7.3, pag., 137) la cual puede estar asociada a la presencia de las
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antraquinonas detectadas que no se lograron identificar efectivamente, esquema
7.8 pag. 163).

La fraccion RtR-K estd conformada mayoritariamente por triterpenos
(lupeol, betulina) y esteroides (B-sitosterol) presento una inhibicion moderada (-H:
45%; +H: 24%) sobre el sistema enzimatico objeto de estudio. Por otra parte, la
fraccién RtB también contiene la misma composicién triterpénica y esteroidal que
RtR-K, ademas contiene clorofila. Sin embargo, la inhibiciébn observada para RtB
(-H: 11%; +H: 2%) con lo cual se puede concluir que la clorofila es la composicion
mayoritaria y no es activa frente a la G-6-Pasa. Es decir, la actividad observada
para RtR-K es debida a la combinacién de los triterpenos y esteroides antes
mencionados. Por otra parte, la actividad biolégica de cada compuesto puro no se
logré determinar basicamente porque los compuestos (lupeol, betulina y pB-
sitosterol) no son solubles en el medio de reaccién el cual consiste en soluciones

acuosas.

La fraccion RtR-C presentd una inhibicion importante del sistema
enzimatico G-6-Pasa (-H: 62%; +H: 29%), los metabolitos secundarios en dicha
fraccion fueron concentrados en la fraccion RtR-J (esquema 7.13 pag., 183) la
cual presenté el mismo comportamiento por HPLC que la fraccion RtR-L, esta a su
vez fue fraccionada hasta obtener las fracciones RtR-Nac (-H: 52 %; +H: 42 %) y
RtR-Norg (-H: 57 %; +H: 42 %), las cuales presentaron una inhibicion similar entre
si y ligeramente menor que RtR-C. La actividad asociada a las fracciones RtR-Nac
y RtR-Norg esta ligada a la composicién en comun entre ambas los cuales son

compuestos del tipo terpenos aromaticos.

La fraccion RtS,c contiene basicamente la misma composicion polifendlica
que RtS, sin embargo difieren en el contenido terpenoidal aromatico, lo cual se ve
reflejado en el porcentaje de inhibiciébn determinado para cada una. Siendo 1,2
veces mas selectivo RtSac (-H: 58 %) para la inhibicién de T1 que RtS (-H: 50%).
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La fraccién CbB (-H: 93%; +H: 85 %) mostrd una elevada inhibicion sobre
el sistema enzimético, la misma fue fraccionada en una composicién polifendlica-
porfirinica (fracciones CbK y CbL, esquema 7.6, pag., 157) y una composicion
terpenoidal-quinénica (Cbl-FrCHCI3). Las fracciones CbK (-H: 25%; +H: 52 %) y
CbL (-H: 27 %; +H: 56 %) tienen afinidad por la inhibicion del transportador T2, por
tanto la inhibicion de T1 observada para CbB estd asociada a la composicion
terpenoidal-quindnica. Por otra parte, el glicésido manitol (CbM-2) y su derivado

acetilado (CbM-2Ac) no tienen efecto inhibitorio del sistema enzimatico G-6-Pasa.

Entre los productos sintetizados, los anémeros a- y B-pentaacilglucosa
(PAG, PBG y PGG-Bn) no presentaron actividad bioldgica significativa (<10%), lo
cual indica claramente que el grupo galoilo es fundamental para la actividad
biolégica asociada a los taninos hidrolizables a-PGG y B-PGG. A concentraciones
finales de 50 uM, estos compuestos presentaron un porcentaje de inhibicion de 77

y 79 % respectivamente con una significancia estadistica importante (p<0,00006).

Por otra parte, el acido elagico (AE) sintetizado presentd un porcentaje de
inhibicion de 63% cuyo ICs fue 76,50 uM, su derivado acetilado (AACE) mostro un
ICs0 73,5 uM, mientras que, el derivado alquilico (AMeE) fue inactivo frente a la G-
6-Pasa. Adicionalmente, AE y AACE no mostraron actividad inhibitoria de la

absorcidn intestinal de glucosa.
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Capitulo 8

CONCLUSIONES

8.1. Conclusiones Fitoquimicas

» De la planta O. polyantha Engl., se aislé por HSCCC, e identificé por
técnicas espectroscopicas el flavonoide rutina (OpC-4), la biflavona
agathisflavona (OpD-5, OpB-M1), el acido 4-hidroxibenzdéico (OpD-10) y un
nuevo megastigmano identificado como (6R,9S)-6'-(4"-hidroxibenzoil)-
roseosido (OpD-9). Adicionalmente, se obtuvieron fracciones enriquecidas en
lupeol y B-sitosterol (OpBpex-FrCHCI3), agathisflavona (OpA, OpG) y rutina
(OpA, OpC, OpG, OpH) las cuales fueron identificadas por CCF y HPLC
comparando con muestras auténticas. Se evalud el contenido de flavonoides
totales como % de rutina en las fracciones OpC, OpG y OpH, por ensayos
colorimétricos con AlCl3, obteniendo valores de: 7,08 £ 0,04; 31,9 +1,0;y 12,4

* 0,3 %, respectivamente.

» De la planta C. fruticosa Mill., se aislé e identifico, por cromatografia
flash 'y técnicas espectroscopicas el ester esteriodal [-sitosterol
palmitatos/,*H,O (CfRS-3) y los flavonoides glicosilados kaempferol 3-O-
rutinésido (nicotiflorin, CfH-1) y kaempferol 3-O-(2"-ramnosil)rutinésido
(clitorin, CfH-2). Adicionalmente, se obtuvieron fracciones enriquecidas en [3-

sitosterol (CfB), y en los flavonoides nicotiflorin y clitorin (CfF, CfYY).
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» De la planta C. biflora L., se aislo e identifico el glicosido manitol
(CbE), el cual fue purificado por multiples procesos de recristalizacion (CbM-2)
y caracterizado por sus propiedades fisicas y por la obtencién de su derivado
semisintético hexaacetilmanitol (CbM-2Ac). Adicionalmente, se obtuvieron
fracciones enriquecidas en -sitosterol (Cbl-FrCHCI3), azucares (CbG, CbO),
porfirinas tipo feoforbido-a (CbK y CbL) y terpenos aromaticos (CbK, CbF,
CbN, CbhP).

» De la planta R. tuberosa L., se obtuvieron fracciones enriquecidas en
lupeol, betulina y B-sitosterol (RtB, RtR-1, RtR-K), azlcares (Rtl, RtR-G)
polifenoles (RtJ, RtQac, RtSai, RtR-Mg, RtR-Ng) y terpenos aromaticos
(RtQorg, RtSorg, RtR-Morg, RtR-Norg). En RtR-K se cuantificd por densitometria
Optica el contenido porcentual de: lupeol 37,3 £ 0,8; B-sitosterol 15,6 + 0,6 y

betulina (4,3 £ 0,3) % respectivamente.

8.2. Conclusiones Sintéticas

» Durante el proceso sintético se realizaron adaptaciones de los métodos
reportados para la sintesis de un producto en particular y adicionalmente,
se desarrollaron nuevas metodologias de sintesis para un metabolito
particular.

» El progreso de la reaccion para la obtencion de a-PGG-Bn y B-PGG-Bn se
realiz6 por HPLC.

» La sintesis de o-PGG-Bn y B-PGG-Bn se realizd en condiciones

estereoselectivas.
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8.3. Conclusiones Bioldgicas

> Los metabolitos aislados y sus derivados semisintéticos presentaron
mayor porcentaje de inhibicién del sistema enzimatico G-6-Pasa microsomal
dependiendo de la polaridad y del grado de oxigenacion del metabolito ensayado.
Asi, los terpenos y esteroides no fueron activos mientras que la actividad de los
flavonoides glicosilados fue moderada, la cual se incrementd hasta un 63 % de
inhibicién para la biflavona agathisflavona.

> Los flavonoides aislados agathisflavona, nicotiflorin 'y clitorin
mostraron inhibicion significativa sobre el sistema enzimatico G-6-Pasa
microsomal cuyos valores fueron 63, 60 y 46 % respectivamente. Por otra parte,
las fracciones terpenoidal (RtR-K) y porfirinicas (CbK y CbL) presentaron una
inhibicion moderada sobre la G-6-Pasa con 45, 25 y 27% respectivamente.

> Entre los productos sintetizados, los andémeros o- y B-
pentaacilglucosa (PAG, PBG y PGG-Bn) no presentaron actividad biolégica
significativa (<10%), lo cual indica claramente que el grupo galoilo es fundamental
para la actividad biolégica asociada a los taninos hidrolizables a-PGG y B-PGG. A
concentraciones finales de 50 uM, estos compuestos presentaron un porcentaje
de inhibiciébn de 77 y 79 % respectivamente con una significancia estadistica
importante (p<0,00006).

> Por otra parte, el acido elagico (AE) sintetizado present6 un
porcentaje de inhibicion de 63% cuyo ICso fue 76,50 uM, su derivado acetilado
(AACE) mostro un ICso 73,5 uM, mientras que, el derivado alquilico (AMeE) fue
inactivo frente a la G-6-Pasa. Adicionalmente, AE y AACE no mostraron actividad

inhibitoria de la absorcion intestinal de glucosa.
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