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ABSTRACT

The Euphorbiaceae family is one of the largest in the plant kingdom. It is widespread
throughout the world and their species biosynthesize a variety of bioactive natural products. The
aim of present study is the characterization and bioevaluation of the secondary metabolites from
five Euphorbiaceae species, Sapium nitidum, Sebastiania longicuspis, Sapium macrocarpum,
Croton glabellus and Garcia parviflora.

From the aerial parts of S. nitidum were characterized p-amyrinyl palmitate (88), lupeyl
palmitate (89), lupeyl acetate (90), 11-oxo-B-amyrinyl palmitate (91), pB-sitosterol (27),
stigmasterol (28), cycloeucalenol (92), 33-palmitoyloxy-18,11a-trihydroxy-olean-12-ene (93), B-
sitosteryl-3-O-B-D-glucopyranoside-6’-O-palmitate (94), B-sitosteryl-3-O-p-D-glucopyranoside
(95), B-amyrinyl acetate (96), 19BH-lupeol (37) and B-amyrine (97). From S. longicuspis were
isolated 27, 37, 3-epi-taraxerol (98), taraxerol (43), 3-acetyl-aleuritolic acid (62), 3-0x0-21aH-
hop-22(29)-ene (25) and 16p,17-dihydroxy-ent-kauran-3-one (99). Lupenone (100), sitostenone
(101), tonantzitlolone A (38), 27, 37, and 95 were isolated from the aerial parts of S.
macrocarpum. From the leaves of C. glabellus were isolated 6-O-acetylaustroinulin (69),
austroinulin (70) and phytosterols. Preliminary biological evaluation of some natural compounds
indicated moderate activity. Some semisynthetic compounds were prepared and their biological
activities were also evaluated. From the integration of the chemical results from Sapium and
Sebastiania species, some chemotaxonomic relationships are discussed, since they belong to the
subtribe Hippomaninae, tribe Hippomaneae, subfamily Euphorbioideae of the family

Euphorbiaceae.
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1. RESUMEN

La familia Euphorbiaceae es una de las més grandes del reino vegetal. Se encuentra
ampliamente distribuida en el mundo y sus especies biosintetizan una variedad de productos
naturales bioactivos. El objetivo del presente estudio es la caracterizacion y bioevaluacion de los
metabolitos secundarios de cinco especies de Euphorbiaceae, Sapium nitidum, Sebastiania
longicuspis, Sapium macrocarpum, Croton glabellus y Garcia parviflora.

De las partes aéreas de S. nitidum se caracterizaron palmitato de f-amirilo (88), palmitato
de lupeilo (89), acetato de lupeilo (90), palmitato de 11-oxo-B-amirilo (91), B-sitosterol (27),
estigmasterol (28), cicloeucalenol (92), 3B-palmitoiloxi-1p,11a-dihidroxi-olean-12-eno (93), 6’-
palmitoil-B-D-glucopiranosido de B-sitosterilo (94), B-D-glucopirandsido de B-sitosterilo (95),
acetato de p-amirilo (96), 19BH-lupeol (37) y B-amirina (97). A partir de S. longicuspis se
aislaron 27, 37, 3-epi-taraxerol (98), taraxerol (43), 3-0x0-21aH-hop-22(29)-eno (25), acido 3-
acetilaleuritolico (62) y 16p,17-dihidroxi-ent-kauran-3-ona (99). De las partes aéreas de S.
macrocarpum se aislaron 27, 37, 95, lupenona (100), sitostenona (101) y tonantzitlolona A (38).
De las hojas de C. glabellus se aislaron 6-O-acetilaustroinulina (69), austroinulina (70), y 27. La
evaluacion de las actividades bioldgicas de algunos compuestos naturales indicaron una actividad
moderada. Se prepararon algunos compuestos semisintéticos y se evalud su actividad biolégica. A
partir de la integracion de los resultados quimicos obtenidos de las especies de Sapium y
Sebastiania, se discuten ciertas relaciones quimiotaxondmicas, ya que pertenecen a la subtribu

Hippomaninae, tribu Hippomaneae, subfamilia Euphorbioideae de la familia Euphorbiaceae.
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2. INTRODUCCION

Desde el inicio de la humanidad la flora ha constituido un recurso de gran importancia en
todas las culturas del mundo. Su aprovechamiento ha incidido en muchos aspectos, entre los
cuales pueden mencionarse la alimentacién, salud y agronomia. Este conocimiento empirico ha
generado una gran tradicion que solo en las Ultimas déecadas se ha ponderado adecuadamente, y se
ha revalorado a la biodiversidad como parte esencial del patrimonio de la humanidad [1]. Todos
los organismos vivientes tienen la capacidad de sintetizar una serie de productos naturales,
frecuentemente como mecanismos de defensa, supervivencia y evolutivos. En particular, los
metabolitos secundarios de especies vegetales han sido la base para el desarrollo de nuevos
agentes agronémicos y medicinales (tanto de uso humano como veterinario). Asi, la investigacion
bésica de los metabolitos secundarios presentes en la naturaleza constituye una linea de trabajo
que incide no solo en el entendimiento de los mecanismos moleculares que operan en la naturaleza
(en la defensa, interacciones y evolucion de los organismos vivos), sino también como una fuente
de conocimiento de agentes quimicos con eventual uso medicinal, alimenticio y agronémico, entre
otros [2,3].

El cancer constituye una de las principales causas de muerte en el mundo. Basta mencionar
que solo en el 2008 fallecieron 7.6 millones de personas y mas del 70% de los decesos se
registraron en paises de bajos y medianos ingresos [4]. Debido a que esta enfermedad constituye
un problema de salud publica, la busqueda de metabolitos secundarios provenientes de plantas se
ha concentrado hacia la prevencion y el tratamiento de este padecimiento y para este ultimo caso,
que actuen especifica y selectivamente contra células tumorales. Es interesante notar que los
porcentajes de nuevos farmacos anticancerigenos aprobados de origen natural directa o
indirectamente durante los periodos 1981-2014 y 1940s-2014 son 52 y 53%, respectivamente [5].
Como ejemplos ilustrativos de la importancia del descubrimiento de productos naturales de uso
terapéutico es posible mencionar a los alcaloides vinblastina (1) y vincristina (2), aislados de la
planta Catharantus roseus (Apocynaceae), la cual es usada tradicionalmente para el tratamiento de
la diabetes, y se ha descubierto que 1 es un agente de eleccion para el tratamiento de leucemias,
cancer de pecho, ovario y pulmon, mientras que 2 se emplea para el tratamiento de leucemia

linfocitica, cancer cervicouterino, de colon y de pecho [6].
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1 R=CH3

2 R=CHO

La familia Euphorbiaceae se considera como una fuente de substancias con propiedades
citotoxicas y antitumorales relevantes (diterpenos de tipo latirano, jatrofano, tigliano, ingenano,
entre otros) [7].

La terapia contra el cancer ha evolucionado significativamente en las Gltimas décadas [8],
y se ha reconocido que el uso de determinados agentes analgésicos e antiinflamatorios reduce el
riesgo de generacion de ciertos tipos de cancer, ya que se han identificado mensajeros metabolicos
comunes a los procesos de inflamacion y cancer [9]. Las plantas pertenecientes a la familia
Euphorbiaceae biosintetizan compuestos que exhiben diversas actividades bioldgicas, entre las que
destaca tanto la inhibicion del crecimiento de células cancerosas (citotoxicidad) como la presencia
de algunas substancias antiinflamatorias. Asi, se propuso en el presente trabajo de investigacion,
realizar el estudio quimico de especies selectas de esta familia (Sapium nitidum, Sebastiania
longicuspis, Sapium macrocarpum, Croton glabellus y Garcia parviflora), con el proposito de
aislar y caracterizar estructuralmente a los constituyentes quimicos, y ponderar la bioactividad de
los mismos como agentes citotoxicos y antiinflamatorios. Adicionalmente, se describe la
obtencion de derivados semisintéticos de los metabolitos secundarios aislados y la bioevaluacion

de los mismos.
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3. ANTECEDENTES
3.1 Generalidades de la familia Euphorbiaceae

La familia Euphorbiaceae es una de las més grandes del reino vegetal y sus especies se
encuentran distribuidas en todo el mundo. Incluye aproximadamente 8,700 especies agrupadas en
320 generos [10]. Algunas especies de la familia son reconocidas por su uso alimenticio, como
Cnidoscolus chayamansa (nombre comun: chaya) [11]; industrial, como Jatropha curcas (nombre
comun: pifién) en la produccion de biodiesel [12] o bien, por su uso ornamental, como Euphorbia
pulcherrima (nombre comdn: nochebuena) [13].

Las investigaciones publicadas referentes al aislamiento de substancias bioactivas a partir
de euforbidceas informan que este grupo de plantas biosintetizan diferentes tipos de productos
naturales, tales como mono-, sesqui-, di- y triterpenos, flavonoides, alcaloides y acetogeninas,
entre otros [14-16]. Entre los ejemplos especificos, puede mencionarse que de las ramas de
Trigonostemon heterophyllus se obtuvieron varios diterpenos, de los cuales la trigoheterina E (3)
exhibe actividad tdxica contra lineas celulares cancerosas humanas (HL-60 y A-549) [17]. El
andlisis quimico de Euphorbia sogdiana permitié el aislamiento de diterpenos nuevos, con
esqueleto del 6(17)-epoxilatirano (4-6), los cuales presentaron actividad citotoxica [18]. Los
triterpenos 7 y 8 obtenidos de la corteza de Jatropha neopauciflora inhiben moderadamente el

crecimiento de ciertas células cancerosas [19].
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En varias especies del género Euphorbia se han aislado diterpenos del tipo jatrofano. Este
tipo de diterpenos inhiben a la glucoproteina P, responsable de la resistencia a multifarmacos
empleados para el tratamiento del cancer, debido a que es una proteina que transporta a los agentes
anticancerigenos fuera de la célula antes de que alcancen el citosol y se presente el efecto deseado
[20]. A partir del latex de E. dendroides se aislaron 13 jatrofanos, de los cuales el eufodendrofano
H (9) y el eufodendrofano K (10) mostraron inhibicion total sobre la accion de la glucoproteina P
[21].

3.2. Generalidades del género Sapium

Sapium es un género cosmopolita de la familia Euphorbiaceae que incluye unas 23
especies con nombres aceptados de un total de 254 sindnimos. Algunas especies de este género se
han sido usadas en la medicina tradicional en varias partes del mundo para el tratamiento de
heridas, picaduras de culebras, enfermedades dérmicas, entre otras, y el latex de algunas especies
se han utilizado como venenos para pajaros y para la pesca [22, 23]. La mayoria de las especies
analizadas quimicamente son asiaticas y se han encontrado compuestos fendlicos en S. insigne
como el éster 1,6-dimetilo del &cido 4-deshidrochebdlico (11) [24], un 2’-O-B-D-glucopirandsido
de chalcononaringenina (12) de S. sebiferum [25], ésteres de forbol como el 16-acetato de 16-
hidroxiforbol (13) y el 16-acetato de 4p3-desoxi-16-hidroxiforbol (14) de S. insigne [26], y el 13-
acetato de 12-(2-N-metilaminobenzoil)-48,5,20-trideoxiforbol (15) de S. indicum [27].
A partir de S. baccatum se ha aislado el alcaloide bukittinggina (16) y triterpenos como la betulina
(17) y el malaytaraxerato (18) [28-30]. A partir de especies colectadas en el continente americano
se han aislado el diterpeno rigidol (19) a partir de S. rigidifolium [31], y el triterpeno cicloartanol
(20) de S. haematospermum [32].
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En la medicina tradicional china, las hojas de S. sebiferum son utilizadas por su accién
anti-inflamatoria, diurética y anti-parasitaria. En estudios de esta especie se aislaron el 6-O-galoil-
D-glucosa (21), el cual mostré un efecto anti-hipertensivo y la 6,7,8-trimetoxicoumarina (22) [33,
34].
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3. 2. 1 Generalidades de Sapium nitidum

Sapium nitidum (Monach) Lundell es un arbol que alcanza aproximadamente 15 m de
altura, de corteza lisa, café y exudado blanco. Se encuentra distribuido en los estados de Chiapas,
Oaxaca, Puebla y Veracruz, y también se encuentran registros en Belice y Guatemala [35]. No se

ha reportado todavia algun analisis quimico sobre esta especie.
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3. 2. 2 Generalidades de Sapium macrocarpum

S. macrocarpum es un arbol que principalmente esta localizado en la parte sur de México y
en América Central. En la medicina tradicional los Mayas lo utilizan para curar infecciones de la
piel, tales como las verrugas [36]. No hay reportes sobre el analisis quimico de esta especie, y
recientemente se ha informado el aislamiento de compuestos fitotoxicos a partir de un hongo

endofitico de esta especie [37].

3. 3. Generalidades del género Sebastiania

Se describen 188 nombres cientificos de las especies pertenecientes al género Sebastiania,
pero solo 72 especies corresponden a los nombres aceptados [38]. El género esta principalmente
distribuido en los tropicos, donde los mayores centros de dispersion se encuentran en América y
Africa. De las 72 especies descritas, se han reportado estudios quimicos de S. commersoniana, S.
corniculata, S. brasiliensis, S. argutidens, S. adenophora, S. pavoniana, S. schottiana, S.
macrocarpa y S. chamaelea [39]. Los compuestos quimicos aislados de estas especies presentan
una gran diversidad estructural. Al analizar el extracto metandlico de las hojas de S. chamaelea
por CG-EM se identificaron los compuestos pirogalol (23), acido 3-hidroxibenzoico, giberelina

(24), pirocatecol, 1-eicosanol, entre otros [40].

OH
OH
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El andlisis del extracto metandlico de las raices de S. schottiana condujo al aislamiento de
los triterpenos moretenona (25) y glutinol (26) y de los esteroles B-sitosterol (27) y estigmasterol
(28). Los compuestos 25 y 26 exhibieron notable accion analgésica, para las constricciones

abdominales en ratones, las cuales fueron inducidas por &cido acetico via intraperitoneal [41].
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El estudio del extracto hidroalcoholico al 50% de S. brasiliensis [42], permiti¢ identificar
dos compuestos con actividad antimicrobiana, el galato de metilo (29) (CIM 128 ug/mL) y acido
protocatecuico (30) (CIM 128 ug/mL); ademas, se aislaron quercetina (31), kaempferol (32),
quercitrina (33) y acido galico (34).
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En otro estudio de S. brasiliensis se encontrd que la fraccion eluida con n-hexano-AcOEt
(9:1) inhibe en 90% el crecimiento de Mycobacterium tuberculosis de H37Rv (ATCC27294), a
una concentracion de 50 pg/mL. El analisis de esta fraccion, mediante cromatografia de capa fina
preparativa, permitio identificar al terpeno fern-7-en-3a-ol (35) [43].
La investigacion quimica del extracto metandlico de las partes aereas de S. macrocarpa, permitio
el aislamiento de la mezcla de B-sitosterol (27), estigmasterol (28), acido galico (34), y
escopoletina (36). Por otro lado, del extracto hexanico de las raices se aisld lupeol (37) y el

diterpeno macrociclico del tipo flexibilano (+)-tonantzitlolona (38) [39].
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A partir de las hojas de Sebastiania adenophora se aislaron los triterpenos pentaciclicos 3-
epi-B-amirina (39), B-amirinona (40), 3-epi-lupeol (41), lupenona (42), 3B-taraxerol (43) y

taraxerona (44). Estos triterpenos estimularon el crecimiento de las raices de amaranto [44].

3.3.1 Generalidades de Sebastiania longicuspis

S. longicuspis es un sindnimo Pleradenophora longicuspis (Standl.) Esser [45]. Es un
arbol laticifero con dimensiones de 2 a 4 m de altura y tronco de hasta 25 cm de diametro,
conocido como chechem blanco y temido por su exudado caustico [45]. El habitat de esta especie
son los bosques humedos subtropicales y se distribuye en el Sureste de México, Guatemala, Belice

y Honduras, y ain no se han llevado a cabo estudios sobre su composicién quimica.
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3.4. Generalidades del género Croton

Croton es un género que incluye 2,696 nombres cientificos, pero solo 1,205 nombres de
especies han sido aceptados [47]. Este grupo de plantas se encuentra ampliamente distribuido en
varias regiones del mundo y ciertas especies son empleadas tradicionalmente en Africa, Asia y
América del Sur. Estos usos populares incluyen el tratamiento del cancer, estrefiimiento, diabetes,
problemas digestivos, disenteria, heridas externas, fiebre, hipercolesterolemia, hipertension entre
otros [48]. La presencia de terpenos, flavonoides y alcaloides es relativamente frecuente en este
género.
El analisis del extracto etanolico (70%) de las hojas de C. echinocarpus permitié el aislamiento de
la norisoboldina (45) y coridina (46). Ambos alcaloides inhibieron el 40% de la actividad de la
enzima transcriptasa inversa del VIH-1 a una concentracion de 100 ug/mL de 45 y 450 pg/mL de
46 [49].
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El extracto metandlico de la corteza de C. urucurana mostro propiedades antiinflamatorias
y antinociceptivas, corroborando su uso en la medicina popular. Se aislaron los siguientes

constituyentes quimicos, (+)-galocatequina (47), (+)-catequina (48), (-)-epicatequina (49),
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procianidina B3 (50), tembetarina (51), magnoflorina (52), taspina (53), acido hardwickico (54)
entre otros [50].

El extracto de las raices de Croton crassifolius, preparado mediante fluidos supercriticos,
se analizo a través de diferentes métodos espectroscopicos y se identificaron varios diterpenos, de
los cuales se puede mencionar a la crassifolina A (55), crassifolina B (56), crassifolina J (57),
crassifolina O (58) y la penduliflaworosina (59). Un total de 23 diterpenos aislados se evaluaron
con respecto a su actividad antiangiogénica y el compuesto 59 fue el que presentd la mejor
actividad [51].

ROOC
55 R=Me
56 R=H

MeOOC

59

Los diterpenos del tipo clerodano, trans-dehidrocrotonina (60), trans-crotonina (61) y el
triterpeno acido acetilaleuritolico (62) fueron aislados del extracto hexanico de las ramas de C.
cajucara. EI compuesto 60 present6 la mejor actividad contra Leishmania amazonensis; ademas,

este diterpeno no presentd toxicidad de macrofagos hasta la concentracion ensayada [52].

De las partes aéreas de C. tiglium se han aislado ésteres de forbol, como el 12-O-tigloil-13-
O-(2-metil)butirato de 20-deoxi-20-oxoforbol (63), 13-O-isobutirato de 12-O-acetilforbol (64),
13-O-(2-metil)butirato de 12-O-benzoilforbol (65), 66 y 67. Varios de estos compuestos

presentaron potente actividad citotdxica frente a diferentes lineas celulares (K562, A549, DU145,
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H1975, MCF-7, U937, SGC-7901, HL60, HeLa, MOLT-4), pero ninguno de ellos mostré efectos
citotoxicos sobre las lineas celulares humanas normales 293T y LX-2 [53].

3.4.1. Generalidades de Croton glabellus

Es una planta ampliamente distribuida desde México hasta América del Sur, y las
infusiones de las hojas y la corteza se utilizan principalmente contra el cancer y las infecciones de
heridas. El extracto de CH2Cl>-MeOH obtenido de las hojas de C. glabellus se estudi6 debido a
sus propiedades citotoxicas moderadas exhibidas contra cinco lineas de células tumorales
humanas. Las investigaciones quimicas del extracto organico condujeron a la purificacion y
caracterizacion de una lactona diterpénica del cis-ent-clerodano denominada marrubiagenina (68),
diterpenos de tipo ent-labdano la 6-O-acetilaustroinulina (69) y la austroinulina (70), terpenos de
tipo clerodano como trans-dehidrocrotonina (71) y los flavonoides 3-O-metilkaempferol (72) y
5,7,3',4'-tetrahidroxi-3-metoxiflavona (73). El compuesto 72 presentd la mayor actividad

citotoxica [54].
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3.5. Generalidades de Garcia parviflora

Para el género Garcia se reportan tres especies, pero solo dos han sido aceptadas, estas son
Garcia nutans Vahl ex Rohr y Garcia parviflora Lundell [55]. G. parviflora es un arbol endémico
de México y se han informado los siguientes constituyentes quimicos, el &cido 1,2-dehidro-2,3-
secofriedelinoico (74), é&cido acetilaleuritélico (62), 3,4-lactona de friedelina (75), 1PB-
hidroxifriedelina (76), &cido 3B-hidroxi-23-friedelinoico (77), (-)-siringaresinol (78), entre otras

substancias.

A partir de 76 se prepararon varios derivados, en particular, la reaccién con acido m-
cloroperoxibenzoico produjo las substancias 79-81, mientras que la reduccién quimica de 76
produjo 82. La acetilacion del diol 82 produjo 83 y 84. La reaccion con hidroxilamina de 76
produjo la oxima 85, la cual gener6 86 mediante la transposicion de Beckmann. La oxidacion
mediante el reactivo de Jones de 76 origind 87 (Figura 1). Las substancias naturales vy
semisinteticas fueron bioevaluadas como agentes citotoxicos. EI compuesto 62 presentdé buena

actividad antiproliferativa contra la linea celular U251 (Sistema Nervioso Central) con un Clsg 8.4
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uM, la cual es comparable con la actividad de la adriamicina (Clsp 0.3 uM), que fue usada como

referencia en el bioensayo [56].
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Figura 1. Derivados semisintéticos obtenidos a partir de 76
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4. JUSTIFICACION
Considerando la diversidad estructural de los productos naturales bioactivos aislados de la
familia Euphorbiaceae, y estimando que los tratamientos para los padecimientos inflamatorios y
cancerigenos demandan una busqueda continua de nuevas substancias, en este proyecto se
propone el aislamiento, caracterizacion estructural, derivatizacion y bioevaluacion de productos
naturales presentes en especies selectas de esta familia, con el fin de generar conocimientos
originales que eventualmente coadyuven en la blsqueda y eventual desarrollo de agentes de

utilidad terapéutica.

5. HIPOTESIS
Algunas especies de la familia Euphorbiaceae se caracterizan por la biosintesis de ciertos
compuestos que presentan actividades biologicas relevantes (en particular relacionadas con
procesos anti-inflamatorios y citotoxicos), por lo que es esperable aislar y caracterizar (o bien
preparar, mediante semisintesis) compuestos bioactivos a partir de especies selectas de este grupo

de plantas.
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6. OBJETIVOS
6.1. OBJETIVO GENERAL
Generar conocimiento cientifico referente a la estructura molecular, la reactividad quimica
y la bioactividad de los metabolitos secundarios presentes en la naturaleza (en este caso, de
especies pertenecientes a la familia Euphorbiaceae, especificamente Sapium nitidum, Sebastiania
longicuspis, Sapium macrocarpum, Croton glabellus y Garcia parviflora), en busqueda de

substancias con actividad anti-inflamatoria y citotoxica.

6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

(a) Colectar algunas especies vegetales de euforbiaceas de los géneros Sapium, Sebastiania,
Croton y Garcia (esta actividad se llevé a cabo en la reserva ecolégica de la UNAM de Los
Tuxtlas, Veracruz, y en el Estado de Chiapas, con académicos calificados para tal actividad).

(b) Realizar ensayos de extraccion a escala analitica de las especies selectas, y a partir de los
resultados obtenidos, establecer condiciones para la preparacion de los extractos organicos
correspondientes a escala preparativa.

(c) Aislar, purificar y determinar las estructuras moleculares de los metabolitos secundarios.

(d) Preparar algunos derivados semisintéticos a partir de los productos naturales obtenidos de las
especies analizadas.

(e) Evaluar los metabolitos secundarios obtenidos y los derivados semisintéticos, mediante el
ensayo de inhibicién de la inflamacion en oreja de raton inducido por ésteres de forbol y
mediante el ensayo de citotoxicidad, empleando el método colorimétrico de la sulforrodamina
B, frente a un conjunto de seis lineas celulares de tumores humanos.

(f) Interpretar y contextualizar los resultados obtenidos en el &mbito de los productos naturales

bioactivos.
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7. DISCUSION DE RESULTADOS

7.1. Estudio quimico del extracto de Sapium nitidum

Se realizo el fraccionamiento primario del extracto CH2Cl,-metanol (1:1) de las hojas de S.
nitidum, mediante cromatografia en columna, con el cual se aislaron y purificaron varios
productos naturales. Mediante el andlisis espectroscopico de los productos aislados se
identificaron palmitato de B-amirilo (88), palmitato de lupeilo (89), acetato de lupeilo (90),
palmitato de 11-oxo-f-amirilo (91), B-sitosterol (27), estigmasterol (28), cicloeucalenol (92), 35—
palmitoiloxi-1p,11o—dihidroxi—olean-12-eno  (93), 6’-palmitoil-B-D-glucopirandsido de -

sitosterilo (94) y B-D-glucopiranésido de B-sitosterilo (95).
7.1.1. Palmitato de B-amirilo (88)

Al anlaizar el EMIE del compuesto 88 se observa la presencia del ion molecular a m/z 664
en concordancia con la formula molecular C4sHsoO2, @ m/z 649 se observa un pico de pequefia
intensidad correspondiente a la pérdida de un grupo metilo a partir del ion molecular [M- CHz']*,
el pico base del espectro se observa a m/z 218 el cual se forma producto de la reaccién de retro
Diels-Alder a nivel del anillo C y a partir del cual se originan los iones con m/z 203, por la pérdida
de un grupo metilo y m/z 189 debido a la pérdida del fragmento [C2Hs]" por la ruptura del enlace
que une a los anillos D y E. Estos patrones de fragmentacién son tipicos de esqueletos tipo
oleanano con insaturacion en el carbono 12.

En el espectro de RMN *H (espectro 1) del compuesto 88 se observa el perfil caracteristico
de un triterpeno, ya que la mayor parte de las sefiales se observan a campo alto, precisamente en la
zona donde aparecen los metilos y metilenos alifaticos. En el espectro de RMN 3C (espectro 2) se
comprobdé la presencia de 46 sefiales, y mediante la técnica DEPT se asignaron a 9 metilos, 24
metilenos, 5 metinos y 8 carbonos cuaternarios, lo cual afirma la suposicién de que se trata de un
triterpeno, pero presumiblemente esterificado con un acido lipidico, debido al elevado nimero de
metilenos. Efectivamente, la presencia de una sefial triple correspondiente a un metino vinilico en
SH 5.18 (J = 3.9 Hz), puede asignarse al hidrégeno H-12 de un triterpeno pentaciclico, lo que esta
en concordancia con (a) al menos ocho sefiales simples de metilos observables a campo alto en el
espectro de RMN !H, como con (b) las sefiales a §c 121.64 (CH-12) y &c 145.20 (C-13) del
espectro de RMN 3C, los cuales son olefinicos. En 8u 4.50 (J = 9.2, 6.8 Hz) se observa una sefial
doble de dobles que se asigna al H-3a de un oximetino de un éster geminal, lo que se confirma por
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la presencia del carbono carbindlico en &¢c 80.5. A campo alto (en 6+ 1.25) se observa una sefial
intensa correspondiente a los hidrégenos metilénicos asignables a 4°-13" de una cadena lipidica, y
en ov 229 (J = 7.5 Hz) se observa una sefial triple que integra para dos hidrdgenos
correspondiente al metileno de la posicion o (2°) del carbonilo del éster. La presencia del
carbonilo del ester se confirma por la sefial en 6¢c 173.7. Asi, la estructura de esta substancia se
define como palmitato de B-amirilo (88), y la comparacion directa de las propiedades fisicas y
espectroscopicas obtenidas experimentalmente con las informadas en la literatura, permitieron la

confirmacion de la estructura [57, 58].

7.1.2. Palmitato de lupeilo (89)

En el EMIE se observa la presencia del ion molecular M* a m/z 664 que esta en
concordancia con la formula molecular C4sHsoO2. El pico base a m/z 189 corresponde a la parte
hidrocarbonada [C14H21]" que esta conformada por la eliminacion parcial del anillo C, del grupo
isopropenilo y de los anillos D y E. El fragmento del ion correspondiente a m/z 409 [M -
C16H3202°]" corresponde a la pérdida completa de la cadena alifatica.

En el espectro de RMN H (espectro 3) de la substancia 89 es identificable también el
perfil de un triterpeno (sefiales de metilos y metilenos a campo alto), como se menciond para la
substancia 88, y en el espectro de RMN 3C (espectro 4) del compuesto 89 también se determin6
la presencia de 46 sefiales. A través de la técnica DEPT se asignaron para 8 metilos, 24 metilenos,
6 metinos y 8 carbonos cuaternarios. En los espectros de RMN H y 3C (espectros 3 y 4) se
observan las sefiales caracteristicas de un fragmento isopropenilo en la estructura (una sefial doble
en on 4.67 (J = 2.5 Hz), un sistema doble de cuartetos en on 4.55 (J = 2.7, 1.5, 1.4, 1.4 Hz), cada
sefial integra para un hidrogeno, los cuales estan unidos a un carbono metilénico olefinico que
aparece en oc 109.4, y el otro carbono olefinico es cuaternario y aparece en d¢c 150.9; la sefial dn

1.66 corresponde al metilo vinilico unido al carbono vinilico cuaternario), lo cual es congruente
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con los carbonos C-20, C-29 y C-30 del esqueleto del lupeol. Efectivamente, la sefial en on 4.45
(dd, J = 9.2, 6.8 Hz, 1H) corresponde al H-3a, el cual integra para un metino carbindlico (dc
80.6). En 6 2.35 (ddd, J = 11, 11, 5.7 Hz) se observa la sefial asignable a H-19. En don 2.26 (J =
7.5 Hz) se observa una sefial triple que integra para dos hidrogenos que corresponde a la posicién
2" de la cadena alifatica unida al grupo éster. La sefial de 6c 173.7 corresponde al carbonilo de un
éster. A campo alto (en 6n 1.25) se observa una sefial intensa, tipica de los metilenos de una
cadena alifatica de un &cido graso. Finalmente, en 64 1.66, 1.01, 0.92, 0.84, 0.82, 0.82, 0.77 se
observan sefiales simples correspondientes a los metilos de la posicion 30, 26, 27, 25, 23, 24 y 28,
respectivamente. Este analisis permite concluir que esta estructura corresponde al palmitato de
lupeilo (89), y la comparacion directa de las caracteristicas fisicas y espectroscopicas obtenidas

experimentalmente concuerdan con las informadas en la literatura [57, 59].

15° 13 117 9 7 5 3

7.1.3. Acetato de lupeilo (90)

En el espectro de RMN *H (espectro 5) de la substancia 90 se observan las sefiales
caracteristicas del grupo isopropenilo descritas para la substancia 89 (un doble a 61 4.69 (J = 2.5
Hz), un doble de dobles a 6 4.57 (J = 2.7, 1.4 Hz), una sefial simple (3H) en dn 1.68), las cuales
se asignan para H-29a, H-29b y H-30 del esqueleto de lupeol, respectivamente). En el espectro 6
se observan las sefiales d¢c 150.94 y 6¢c 109.33 las cuales corresponden a carbonos olefinicos C-20
y C-29. En dn 4.47 se observa una sefial multiple que corresponde al hidrégeno del metino
carbinolico de un éster, el cual esta en correlacion con la sefial de carbono en dc 80.99. En &y 2.38
(J =11.0, 11.0, 5.7 Hz) se observa un doble de doble de dobles correspondiente a H-19. En 6n 2.04
se observa una sefial intensa que integra para tres hidrogenos y se asigna para el metilo del grupo
acetato (CHs-2’). La presencia del carbonilo se confirma por la sefial a d¢c 170.96. A campo alto

del espectro de RMN H se observan sefiales simples en &y 1.68, 1.03, 0.94, 0.86, 0.85, 0.84 y
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0.79, que corresponden a los metilos de las posiciones 30, 26, 27, 23, 24, 25 y 28,
respectivamente. Por lo anterior, esta substancia corresponde al acetato de lupeilo (90), lo cual se
confirma por comparacion directa con muestras auténticas aisladas previamente en el laboratorio

donde se desarrollo el trabajo de investigacion, y con lo informado en la literatura [60, 61].

7.1.4. Palmitato de 11-oxo-B-amirilo (91)

En el EMIE se detect6 la presencia del ion molecular M™ a m/z 678 que pertenece para la
formula molecular CssH7803. El pico base se observa a m/z 232 y corresponde a la estructura
hidrocarbonada [C16H240]", que estd conformada por la pérdida parcial del anillo C y la perdida
completa de los anillos D y E. El fragmento del ion a m/z 273 [C19H290]* corresponde a la perdida
completa de los anillos C, D y E de la estructura del triterpeno de la B-amirina. Por ultimo, el

fragmento del ion a m/z 423 corresponde a la pérdida completa de la cadena del acido graso.

El perfil del espectro de RMN H de la substancia 91 (espectro 7) mostré gran similitud
con el espectro de la substancia 88 (descrita con anterioridad), lo cual permite establecer la
estructura béasica del palmitato de B-amirilo. La diferencia mas significativa es el desplazamiento a
campo bajo del hidrégeno vinilico (H-12) en esta substancia, el cual aparece en én 5.58 (en el
compuesto 88 se observo en x4 5.18). Esta observacion, aunada al desplazamiento a campo bajo
de los hidrogenos H-9 (6w 2.36) y H-18, permiten identificar la presencia de una cetona en C-11,
lo cual se confirma por la presencia de la sefial en 8¢ 200.1 en el espectro de RMN *3C (espectro
8). Efectivamente, las sefiales de RMN 'H en &y 4.52 (J =11.6, 4.8 Hz) y &u 2.29 (2H)
corresponden a H-3a y a H-2"a, b, respectivamente, y la sefial intensa en du 1.25 corresponde a los
hidrdgenos metilénicos de la cadena alifatica. Las sefiales de RMN H de los metilos se asignan
como sigue: dn 1.36 (S, CH3-26), dn 1.16 (s, CH3-28), 61 1.13 (s, CH3-25), 81 0.90 (s, CHs-27), 6u
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0.89 (s, CH3-23), 61 0.88 (s, CH3-24), 61 0.87 (s, CH3-30), 61 0.86 (s, CH3-29). La interpretacion
del espectro de RMN 3C (espectro 8) permite establecer la presencia de 46 carbonos, los cuales,
mediante la técnica DEPT, se asignaron para 9 metilos, 23 metilenos, 5 metinos y 9 carbonos
cuaternarios. La sefial 6¢c 61.7 (C-9) es de un metino que se encuentra en la posicion alfa al
carbonilo. La sefial 5c 80.3 (C-3) se asigna al carbono carbinolico y las sefiales a d¢c 200.1 (C-11),
dc 128.1 (C-12) y 8¢ 170.5 (C-13) son caracteristicas de una cetona o,f-insaturada. Finalmente, en
dc 173.6 (C-1°) se observa una sefial de carbonilo que pertenece a un grupo éster. Lo
anteriormente descrito coincide con lo reportado en la literatura para el palmitato de 11-oxo-B-
amirilo (91) [57, 58].

7.1.5. Mezcla de B-sitosterol (27) y estigmasterol (28)

El espectro de RMN *H de una de las muestras sélidas obtenidas del extracto de Sapium
nitidum (espectro 9) (que se manifestd como una mancha homogénea por CCF), mostr6 las
sefiales caracteristicas de un esterol, ya que a campo alto (61 0.68 — 1.01) se observa la presencia
de sefiales multiples, no discernibles directamente a grupos metilo como el caso de los triterpenos
pentaciclicos descritos. Se observa una sefial multiple en dn 3.53 correspondiente a un hidrégeno
geminal a un grupo hidroxilo (H-3). En 61 5.35 (H-6) se distingue una sefial doble (J = 5.2 Hz)
caracteristica del hidrégeno vinilico H-6. Estas asignaciones, asi como las sefiales observadas en el
espectro de RMN 3C (espectro 10) coinciden con las reportadas para la estructura del p-sitosterol
(27). Sin embargo, en 64 5.16 (J = 15.1, 8.4 Hz) y en &n 5.02 (J = 15.0, 8.4 Hz) se observan dos

dobles de dobles que corresponden a una olefina trans-disustituida, y los cuales corresponden al
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H-22 y H-23 del estigmasterol (28). Por lo tanto, se concluyd que se trata de una mezcla de B-
sitosterol (27) y estigmasterol (28) en una proporcién de 4.3:1 [62, 63]. La comparacién de los
datos fisicos y espectroscdpicos obtenidos experimentalmente con los datos de muestras auténticas
obtenidas en el laboratorio, permitio la confirmacién de la estructura molecular de los

constituyentes de esta muestra.

7.1.6. Cicloeucalenol (92)

En el espectro de EMIE el ion molecular se observa a m/z 426 conforme a la férmula
molecular C3oHs00. EI pico a m/z 408 corresponde al fragmento del ion que se origina por la
pérdida de una molécula de agua [M-H20] y m/z 411 por la pérdida de un grupo metilo [M-CHz]".

En el espectro de RMN H de la substancia 92 (espectro 11) muestra una serie de sefiales a
campo alto, donde se incluyen sefiales en 6n 0.14 y 61 0.38 (un hidrogeno para cada sefial, d, J = 4
Hz), estos valores de desplazamientos quimicos, son caracteristicos de hidrégenos geminales de
ciclopropano. A campo bajo se observan dos sefiales en la zona de protones vinilicos (61 4.71, s, y
SH 4.66, d, J = 1.4 Hz) asignables a hidrogenos olefinicos geminales; ademas se observa la sefial
tipica de un hidrogeno carbinolico en 64 3.21 (ddd, J =10.7, 9.1, 4.7 Hz, H-3). Asi, esta substancia
incluye en su estructura a un ciclopropano tetrasustituido (solo es observable un metileno), un
doble enlace disustituido geminalmente, y un oxhidrilo consistente con un alcohol secundario. El
andlisis del espectro de RMN 3C (espectro 12) establece la existencia de 30 carbonos, y mediante
la técnica DEPT se determiné la presencia de 6 metilos, 12 metilenos, 7 metinos y 5 carbonos
cuaternarios, lo cual permite establecer la formula molecular C3Hs00. Esta formula permite
considerar que la substancia tiene 6 insaturaciones, de las cuales una corresponde al ciclopropano,
y otra al doble enlace disustituido geminalmente, fragmentos deducidos anteriormente. Por lo
tanto, se deduce la presencia de cuatro ciclos adicionales, presumiblemente de un esterol. Son

limitadas las estructuras de productos naturales que incluyen estas caracteristicas y el analisis
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anterior, aunado a la revision de los fitoesteroles derivados del triterpeno cicloartenol (que
incorpora en su estructura a un ciclopropano), permite concluir que esta substancia corresponde al
cicloeucalenol (92). La comparacion de los datos fisicos y espectroscdpicos obtenidos con los
informados en la literatura confirmaron la identidad de esta substancia. Las asignaciones

especificas se incluyen en la parte experimental. [64].

7.1.7. 3p-Palmitoiloxi-1p,11a-dihidroxi-olean-12-eno (93)

En el EMIE se observa el pico a m/z 678 que corresponde a la pérdida de agua del ion
molecular [M-18]". El pico base se observa a m/z 217 que corresponde al fragmento [C1sH2s]+ que
se origina por la pérdida parcial del anillo C, incluido el grupo hidroxilo y la pérdida completa de
los anillos D y E del triterpeno. El pico a m/z 423 corresponde a la pérdida completa del &cido
graso y de una moléculad de agua. Por ultimo, el pico a m/z 255 se asigna a la pérdida completa de
la parte triterpénica.

El perfil del espectro de RMN *H (espectro 13) de la substancia 93 presenta similitudes
notables con los espectros de las estructuras 88 y 91, permitiendo deducir que esta substancia
también se trata de un triterpeno pentaciclico que se encuentra esterificado con un &cido lipidico.
Efectivamente, se observa una sefial doble centrada en ox 5.28 (J = 3.9 Hz), asignable al
hidrégeno vinilico H-12. En la zona de los oximetinos se observan tres sefiales centradas en on
4.56 (dd, J=12.2, 4.5 Hz), 81 4.31 (dd, J =7.9, 3.9 Hz) y 84 3.59 (dd, J = 11.5, 4.5 Hz), las cuales
corresponden al metino del éster en C-3 y a dos alcoholes secundarios, uno de ellos
presumiblemente en C-11, dada su ubicacion alilica (por lo cual se desplaza a campo bajo).

En el espectro de RMN 3C de esta substancia (espectro 14) se establece la presencia de 46
carbonos, los cuales, de manera anadloga a las substancias 88 y 91, 30 carbonos pertenecen al

esqueleto de triterpeno y 16 a la cadena del éster lipidico. La presencia de la sefial en 8¢ 173.50
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Tabla 1. Desplazamientos quimicos de RMN *H, RMN *3C (CDCls) y algunas correlaciones

del compuesto 93

No »=C H DEPT HMBC B5C TH [65]
[65]

1 7649 3.59(dd, 11.5, 4.6 Hz) CH  C-25,C-9,C-2 765  3.60

2 3215  1.86(ddd, 12.6,4.5,45Hz) CH, 322 1.91,1.78
1.77 (dd, 12.4, 12.0 Hz)

3 7720  456(dd, 12.2, 4.5 Hz) CH  C-23,C-24 774 457

4 3783 - C C-23, C-24 441 -

5 5226 0.74(dd, 11.2, 2.4 Hz) CH  C-23,C-24,C-25 523 0.90

6 1765 1.62(ddd, 9.8,5.3,24Hz) CH, - 177 171,157
1.54 (ddd, 13, 2.4, 2.4 Hz)

7 3279 149,145 CH; C-26 328  1.38

8 4384 - C C-26, C-27 439 -

9 5682 1.68(d,7.7Hz) CH  C-8,C-11,C-25C-26 569  2.00

10 4405 - C C-25 379 -

11 66.99  4.31(dd, 7.9, 4.0 Hz) CH C-9,C-10,C-8 677 431

12 12376 5.28(d, 4.0 Hz) CH no 1238 5.28

13 15056 - C c-27 1506 -

14 4168 - C C-26, C-7 4.7 -

15 2638  1.01,0.98 CH, C-27 264  1.85,1.03

16 3691  1.46,1.26 CH; C-28 267 1.99

17 3218 - C C-28 322 -

18 4634 201 CH C-28 46.4  2.14

19 4659  1.64;1.05 CH, C-29,C-30 46.6  1.64,1.10

20 31.09 - C C-19, C-29, C-30 312 -

21 3460 1.34,1.14 CH, C-29,C-30 347 111

22 2665 0.90,0.85 CH, C-28 370 147, 1.36

23 2795 0.86,s CH:; C-5 280 0.84

24 1624 0.87,s CHs C-23,C-5 163  0.86

25 13.09  1.08,s CHs C-1,C-5C9 C-10 132 121

26 18.04  0.99,s CH: C-9 181 108

27 2623 1225 CHs - 263  0.99

28 2846 0.84,s CH; - 289  1.26

29 3323 0.89,s CHs  C-30,C-19 333 0.83

30 2361 0.89,s CHs C-29 237  0.89

I’ 17350 - C=0 C-2’ 1736 -

2’ 3479 230 (t 7.5 Hz) CH, C-1’,C-3’ 349 231

3> 2518  1.63 CH, - 252  1.63
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4 2969 127 CH, -

5 2969 1.27 CH, -
6’ 29.67 127 CH, -
7 2966  1.27 CH, -
8 2964 127 CHz -
9 2960 127 CHz -
100 29.46  1.27 CHz -
11 2936  1.27 CHz -
12> 29.27  1.27 CHz -
13> 29.17  1.27 CH, -
14> 3192 1.26 CH, C-1%° 32.0 1.30
15> 2269 1.29 CH, C-1¢’ 22.8 1.30
16> 14.11  0.88 CHs C-1%° 142  0.87

confirma la presencia del éster y las sefiales centradas en d¢c 150.56 y dc 123.76 se asignan al
doble enlace C(12)-C(13) del triterpeno pentaciclico derivado de la B-amirina. Las sefiales que
aparecen en dc 77.20, ¢ 76.49 y d¢c 66.99 confirman la presencia de tres oximetinos. A campo
alto del espectro de RMN 3C (espectro 14) se aprecian 40 sefiales, que corresponden a metilos,
metilenos, metinos y carbonos no protonados. El analisis del experimento DEPT-135 (espectro 15)
y DEPT-90 (espectro 16) da como resultado la asignacion de 9 metilos, 22 metilenos y 7 metinos,
por lo que se deduce que los 8 carbonos restantes son carbonos cuaternarios, lo cual confirma la
presencia de un triterpeno esterificado con acido palmitico. La tabla 1 muestra los
desplazamientos quimicos de RMN H y 3C, algunas correlaciones HMBC y la comparacion de
los datos experimentales con los informados por Wang [65], los cuales se discutiran méas adelante.

En el espectro del experimento COSY de la substancia 93 (Espectro 17) se observan
correlaciones entre los protones H-12 (6 5.28) con H-11 (61 4.32); de H-3 (61 4.56) con H-2a
(6H 1.86), y de H-11 (61 4.32) con H-9 (6+ 1.68), como se representan en la figura 2.

Figura 2. Representacion de algunas correlaciones COSY de 93
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Al analizar el espectro NOESY de la substancia 93 (espectro 18) se observa la correlacion
de la sefial & 5.28 (correspondiente a H-12) con las sefiales centradas en o1 2.01 (H-18) y con n
4.31 (H-11), confirmando la presencia del alcohol secundario en C-11. Ademaés, se observa la
correlacion entre la sefial en 61 4.31 (H-11) con la sefial en &4 1.08 (CH3s-25), lo que determina
que H-11 debe estar en posicién beta, por lo tanto, el grupo hidroxilo se encuentra en orientacion
alfa. Las correlaciones sefialadas se representan en una estructura tridimensional de la parte

triterpénica de 93.

‘\

Figura 3. Representacion de algunas correlaciones NOESY de 93

El anélisis del espectro HSQC (espectro 19) permite realizar las asignaciones de los
carbonos e hidrdgenos. Asi, se observan las correlaciones entre 8¢ 123.76 con dn 5.28, ¢ 77.20
con dn 4.56, dc 76.49 con dn 3.60, dc 66.99 con dn 4.32, d¢ 56.82 con 81 1.68 y o¢ 52.26 con dH
0.73. En el espectro 19 no se observa la correlacion de carbono con la sefial 61 0.843.

Al analizar el espectro HMBC (espectro 20) se establece la correlacion entre 8¢ 28.46 con dn
0.992 y o1 0.682, pero estas dos sefiales de proton no corresponden a sefiales asignables al
compuesto. Al medir la distancia entre las dos sefiales de protdn, el centro coincide con la sefial o
0.843, y se concluye que 6c 28.46 (C-28) correlaciona con 6H 0.843 (CH3-28). Esta particularidad
es observable en el espectro de HMBC debido a la presencia de bandas satélites. En el espectro 20
se confirmo la correlacion 6¢c 13.09 (C-25) con ox 1.084 (CHs-25) y también se observa una
correlacion entre 6¢c 13.09 con &4 1.685 (C-9). Adicionalmente, se identifican 6 bandas satélites
para los carbonos oc 14.11 (CHz-16), d¢c 18.04 (C-26), ¢ 23.61 (C-30), oc 26.23 (C-27), d¢c 27.95
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(C-23) y &c 33.23 (C-29). En la figura 4 se representan las correlaciones HMBC mas

representativas del compuesto 93.

Figura 4. Representacion de algunas correlaciones HMBC de 93

Wang (2008) [65] reportd el 3p—palmitoiloxi-1pB,11p—dihidroxi—olean-12-eno, como un
nuevo éster triterpenico, el cual fue aislado de Celastrus rosthornianus. Para este compuesto se
reporta o¢c 67.7 (C-11), 61 4.31 (1H, dd, J = 3.0, 8.0 Hz, H-11) y la orientacion del grupo hidroxilo
en C-11 del esqueleto del oleanano como axial-B. En el caso del compuesto 93 se encontr6 ¢ 67.0
(C-11) y 6n 4.31 (1H, dd, J = 4.0 7.9 Hz, H-11), por lo tanto, estos valores son similares. La
publicacion de Wang no discute la elucidacion estructural (solo enlista los datos
espectroscopicos), sin embargo, afirma que la hidrolisis de su muestra proporciona un triol (indica
que se trata del 1pB,3B,11p-trihidroxi-olean-12-eno), y remite a dos referencias [58, 66]. Sin
embargo, ninguna de éstas corresponde a la substancia mencionada por Wang, por lo que su
propuesta carece de sustento. De acuerdo al andlisis realizado por Céceres-Castillo y col. (2008)
[67] sobre las estructuras de oleananos y ursanos con un grupo hidroxilo alilico en C-11, aisladas
de diferentes especies, se ha propuesto que la posicion ecuatorial 11o es la méas accesible (menos
impedida), y que el valor de la Jneax-H11ax (trans-diaxial) es relativamente grande (su magnitud
oscila entre 8 a 11 Hz). Para los compuestos que poseen en posicion-f el grupo hidroxilo alilico se
han reportado valores de 6¢c 81.7 [57, 68]. Por lo mencionado anteriormente, y al no observarse
una correlacién NOESY entre H-11 y H-9 (figura 3), se concluye que el compuesto 93 representa

un nuevo éster triterpénico (es decir, no informado en la literatura quimica). Por otro lado, el
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analisis realizado, permite concluir que la estructura informada por Wang [65] puede corregirse a
la estructura 93. Ciertas asignaciones reportadas por este autor, particularmente C-4, C-10, C-16,
C-22 y H-9 requieren ser corregidas.

7.1.8. 6’-Palmitoil-B-D-glucopiranosido de p-sitosterilo (94)

El espectro de RMN *H (espectro 21) de la substancia 94 muestra sefiales que incluyen el
perfil caracteristico de un fitoesterol, de una cadena lipidica, y de sefiales adicionales de
oximetinos (asignables a una glucosa). Efectivamente, se observa una sefial doble de doble (J =
3.6, 1.8 Hz) para un hidrégeno, centrada en oy 5.36, caracteristica del proton vinilico H-6 de un
esterol. De acuerdo con esta asignacion, se observan sefiales de multiplicidad variable entre &n
0.68 a dn 1.00, correspondientes a metilos. Otras sefiales localizables en 61 4.42 (dd, J = 12.0, 5.4
Hz, H-6’a), 61 4.38 (J = 7.7 Hz, H-1"), 61 4.29 (J = 12.0, 2.2 Hz, H-6"b) y entre o1 3.58 y &H 3.34,
son atribuibles a hidrégenos geminales a un hidroximetileno y a varios hidroximetinos, los cual
corresponden a un fragmento de B-D-glucopiranosa presente en la estructura. En el espectro de
RMN 3C de la substancia 94 (espectro 22) se observa la sefial centrada en 8¢ 101.4, la cual es
caracteristica de un carbono anomérico, las sefiales en 6¢c 140.1 y 6c 122.3 pertenecen a los
carbonos olefinicos, y la sefial centrada en dc 174.7 corresponde al carbonilo del éster. Estas
sefiales permiten establecer que esta substancia corresponde al 6’-palmitoil-B-D-glucopirandsido
de B-sitosterilo (94), y la comparacion directa de los datos fisicos y espectroscopicos obtenidos
experimentalmente con las informadas en la literatura permiten confirmar la identidad de esta

substancia [69].
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7.1.9. B-D-Glucopiranésido de B-sitosterilo (95)

El espectro de RMN *H (espectro 23) de la substancia 95 muestra sefiales de metilos entre
dH 0.68 y dx 1.01, que, como se menciond con anterioridad, son sefiales caracteristicas de un
fitoesterol. La sefial doble en &4 5.37 corresponde al hidrégeno vinilico H-6. También se pueden
observar una serie de sefiales de hidrogenos geminales a hidroxilo (6x 4.02 —5.01), lo cual sugiere
la presencia de un B-D-glucopiranosido. En 6+ 5.01 aparece el hidrogeno anomerico (H-1°), el cual
tiene un desplazamiento caracteristico a campo bajo. En &n 4.61 y 4.45 se identifican dos sistemas
dobles de dobles que pertenecen a los hidrogenos metilénicos H-6’b y H-6’a, respectivamente. En
el espectro de RMN 3C de esta substancia (espectro 24) se observa la sefial en ¢ 103.1 del
carbono anomérico, y las sefiales en 6¢c 141.4 y 8¢ 122.4 corresponden a los carbonos olefinicos.
Los datos descritos coinciden con los informados en la literatura para B-D-glucopirandsido de B-
sitosterilo 95 [70], y la comparacion directa con una muestra auténtica disponible en el laboratorio

donde se desarrollo el trabajo, confirmo la identidad de esta substancia.

El fraccionamiento del extracto de CH:Cl;-metanol (1:1) de las ramas de S. nitidum,
permitio identificar la presencia de palmitato de -amirilo (88), palmitato de lupeilo (89), acetato
de lupeilo (90), palmitato de 11-oxo-B-amirilo (91), B-sitosterol (27), estigmasterol (28),
cicloeucalenol (92), acetato de 3-amirilo (96), 198H-lupeol (37), B-amirina (97). 6’-palmitoil-3-D-
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glucopirandsido de p-sitosterilo (94) y B-D-glucopirandsido de B-sitosterilo (95). A continuacion,

se describe sucintamente el analisis estructural de las substancias 37, 96 y 97.

7.1.10. Acetato de B-amirilo (96)

En el espectro de RMN H (espectro 25) de la substancia 96 se observa una sefial doble de
dobles correspondiente a un metino en 61 5.18 (J = 3.6, 3.6 Hz), el cual integra para un hidrégeno
vinilico H-12, lo que esta en concordancia con las sefiales a 6¢c 121.6 (CH-12) y 6¢ 145.2 (C-13)
del espectro de RMN 2 C (espectro 26), los cuales son olefinicos. En 8 4.50 (J = 8.3, 7.3 Hz) se
observa un doble de dobles que se asigna al H-3a. de un metino con un grupo éster geminal, el
cual corresponde al carbono carbindlico en d¢c 80.9. Ademas, en la zona de o4 1.13 a 0.83, se
observan las sefiales de ocho grupos metilo, lo que sugiere la presencia de un esqueleto de
oleanano. En &+ 2.05 se observa una sefial simple e intensa, la cual integra para tres hidrégenos y
se asigna a un grupo metilo de acetato, el cual se confirma con la sefial en 6¢c 171.0. La
comparacion directa de los datos fisicos y espectroscopicos obtenidos experimentalmente con las
informadas en la literatura permiten confirmar la identidad de esta substancia para el acetato de -
amirilo (96) [60, 71-72].

7.1.11. Mezcla de19BH- lupeol (37) y B-amirina (97)

El espectro de RMN H de la substancia 37 (espectro 27) muestra sefiales caracteristicas de
un triterpeno pentaciclico, en particular, al del acetato de lupeilo (90), que fue descrito con
anterioridad. Asi, se identifica directamente al fragmento de isopropenilo por las sefiales centradas
en du 4.69 (d, J = 2.4 Hz, 1H) y en 6u 4.57 (dd, J = 2.6, 1.4 Hz, 1H), que se les asigna para el
grupo metileno vinilico (H-29) del lupeol. En 61 3.19 (dd, J = 11.0 y 5.2 Hz, 1H) se observa la
sefial del oximetino H-3a.. En du 2.38 se identifica la sefial de H-19 (ddd J = 10.9, 10.8, 5.5 Hz,

43



1H). A 61 1.68 se observa una sefial simple que integra para 3H, el cual pertenece a CHs-30. La
comparacion de los datos informados en la literatura permite llevar a cabo las asignaciones para
los metilos, las cuales son las siguientes: du 1.03 (3H, s, CH3-26), ou 0.97 (3H, s, CH3-23), du
0.94 (3H, s, CH3-27), du 0.83 (3H, s, CH3-25), 6u 0.79 (3H, s, CH3-28), 6u 0.76 (3H, s, CH3-24) y
finalmente un doble a &u 0.68 (1H, J = 8.6 Hz, H-5). El analisis del espectro de RMN !*C
(espectro 28) de la substancia 37 confirma las asignaciones para las sefiales en dc 151.0 (C-20), oc
109.3 (C-29) y &¢ 79.0 (C-3). La comparacion directa de los datos experimentales obtenidos con

los informados en la literatura [73] corrobord que esta substancia se trata de 198H-lupeol (37).

29

La conclusion del andlisis estructural de 37, permitié la identificacion de una substancia
adicional minoritaria mediante la identificacion de sefiales adicionales en el espectro de RMN 'H.
Efectivamente, en este espectro (espectro 27) se presenta una sefial adicional en dn 5.18 (1H, t, J =
3.6 Hz) asignable a H-12 de la substancia minoritaria (presumiblemente también un triterpeno
pentaciclico). Lo anterior se comprueba mediante el analisis del espectro de RMN 3C (espectro
28), donde se observan sefiales en d¢ 145.2 y 8¢ 121.7, asignables a C-13 y C-12, respectivamente.
La comparacion detallada de estas sefiales adicionales con las informadas en la literatura para p-
amirina (97), asi como la comparacién mediante cromatografia en capa fina con una muestra
auténtica disponible en el laboratorio, condujo a la conclusién de la identidad de esta substancia.

Asi, la mezcla 37-97 se encuentra en proporcion 9:1 [71, 72].
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7.2. Estudio quimico del extracto de Sebastiania longicuspis

Se separaron las diferentes partes aéreas de la planta, obteniéndose de material seco hojas
(1290 g) y ramas gruesas (2460 g). Se prepararon los extractos de CH2Cl>-metanol (1:1) de los dos
tipos del material vegetal, obteniéndose 200 y 40 g de extracto, respectivamente. Mediante
cromatografia en columna se realizé el fraccionamiento primario del extracto de las hojas S.
longicuspis. Mediante el analisis espectroscépico de los productos aislados y purificados se
establecio la presencia de 3-epi-taraxerol (98), taraxerol (43), B-sitosterol (27) y &cido lignocérico

(C24H4802), como se describe a continuacion.

7.2.1. 3-epi-Taraxerol (98)

El anélisis del espectro de RMN H de la substancia 98 (espectro 29) establece la presencia
de un proton vinilico en 6y 5.52 (dd, J = 8.1, 3.4 Hz), el cual es asignable a H-15 de un triterpeno
pentaciclico (ver méas adelante). En 84 3.40 se observa un doble de doble (J = 2.6, 2.6 Hz),)
asignable al protén oximetino H-3 que se encuentra en posicion- ecuatorial. A campo alto
aparecen sefiales simples caracteristicas de los protones de metilos en 61 1.09, 81 0.95, 81 0.94, JH
0.91, 51 0.86 y &1 0.82. El analisis de los espectros de RMN 3C (espectro 30), DEPT 90 y DEPT
135, establecio la presencia de 10 metilenos, cinco metinos y siete carbonos cuaternarios, lo cual,
aunado a los datos de RMN *H, definen la formula molecular CsoHsoO para el compuesto,
correspondiente a un triterpeno pentaciclico que incorpora un doble enlace trisustituido en su
estructura. En el espectro de RMN C (espectro 30) se evidencian las sefiales para los carbonos
olefinicos (en d¢c 158.16 (C-14) y en d¢c 116.74 (C- 15)), y en 3¢ 76.24 es manifiesta la sefial para
el carbono unido al oxigeno, correspondiente a C-3. Las sefiales en oc 33.4 (C-29), ¢ 29.9 (C-

30), 5c 29.8 (C-28), 5c 28.2 (C-23), S¢c 26.1 (C-26), 8¢ 22.2 (C-24), 5¢ 21.3 (C-27) y &c 15.2 (C-
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25) fueron definidas para los metilos. La comparacion de los datos experimentales con los
informados en la literatura [74] confirma que la estructura de esta substancia corresponde al 3-epi-
taraxerol (98).

7.2.2. Taraxerol (43)

El perfil del espectro de RMN *H de la substancia 43 (espectro 31) indica sefiales
caracteristicas de un triterpeno pentaciclico, muy similares a las recién descritas para el 3-epi-
taraxerol (98). En particular, la presencia del proton vinilico en éu 5.53 (dd, J = 8.2, 3.2 Hz, H-15)
y otra para un protén oximetino a éu 3.20 (dd, J = 10.7, 4.9 Hz, H-3), el cual que difiere del
compuesto 98 en las constantes de acoplamiento y en su desplazamiento quimico, por lo tanto, se
establece que H-3 se encuentra en posicion-o axial (de acuerdo a la constante de acoplamiento
trans-diaxial observada). También se establece la presencia de ocho sefiales simples a &1 1.09 (H-
26), dn 0.98 (H-23), 61 0.95 (H-29), 61 0.93 (H-25), dn 0.91 (H-27), 61 0.90 (H-30), on 0.82 (H-
28) y &1 0.80 (H-24), los cuales corresponden a la presencia de grupos metilos de la estructura.
Efectivamente, las sefiales en el espectro de RMN 3C (espectro 32), aunado a la informacion
derivada de los espectros en la modalidad DEPT, se identificaron los ochos carbonos de metilos,
diez carbonos de metilenos, tres carbonos de metinos, y seis carbonos cuaternarios, por lo que se
establece que la formula molecular es CzoHsoO. Mediante las sefales del espectro RMN 3C
(espectro 32) se confirma la presencia de carbonos olefinicos en d¢ 158.1 (C-14) y &¢ 116.9 (C-
15), y en 6¢ 79.1 se observa la sefial de C-3, la cual difiere claramente del desplazamiento quimico
del 3-epi-taraxerol (98) (donde este carbono resuena en dc 76.24). Por lo tanto, la substancia bajo
discusion corresponde al taraxerol (43), lo cual se confirma mediante la comparacion de los datos

experimentales obtenidos con los informados en la literatura [75].
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Mediante cromatografia en columna se realizo el fraccionamiento primario del extracto de
CH:Cl>-metanol (1:1) de las ramas (gruesas) de S. longicuspis. El analisis espectroscépico de los
productos aislados y purificados, permitié identificar la presencia de 3-oxo0-21aH-hop-22(29)-eno
(moretenona, 25), acido 3-acetilaleuritolico (62), ent-kauran-3-oxo-16a,17-diol (99), y 19p H-
lupeol (37). A continuacidn, se describen las evidencias espectroscopicas que permitieron deducir
las estructuras 25, 62 y 99.

7.2.3. 3-Ox0-21aH-hop-22(29)-eno (Moretenona, 25)

El perfil del espectro RMN *H de la substancia 25 (espectro 33) indica que se trata de una
substancia triterpénica pentaciclica anadloga estructuralmente a las descritas, pero a la vez, con
diferencias significativas. Puede identificarse la presencia de un isopropenilo como un fragmento
estructural, por las sefiales en RMN H en 84 4.70 (1H, dc, J = 2.4, 1.4 Hz), en 8 4.68 (1H, dd, J
=24,0.8 Hz), y en 64 1.68 (dd, J = 1.5, 0.8 Hz), las cuales corresponden al metileno y metilo
vinilicos, respectivamente. Por otra parte, las sefiales del espectro 33 centradas en dn 1.08 (S), oH
1.03 (s), 6H 0.95 (d, J = 0.9 Hz), 61 0.94 (d, J = 0.9 Hz) y 6n 0.69 (d, J = 1.1 Hz), se asignan a
grupos metilos. De acuerdo a las deducciones anteriores, mediante el analisis del espectro de
RMN 3C (espectro 34) se infiere la presencia de 30 carbonos. En 8¢ 218.1 se observa una sefial
asignable al carbonilo de una cetona, presumiblemente ubicada en C-3. Las sefiales de los
carbonos olefinicos aparecen a on 148.11 (C-22) y on 109.49 (C-29). Al comparar los
desplazamientos quimicos con los reportados en la literatura con el 3-oxo-213H-hop-22(29)-eno,
se encontraron diferencias sustanciales en los carbonos de las posiciones 7, 16, 17, 19y 21, por lo
que se concluydo que el compuesto aislado corresponde al 3-oxo0-21aH-hop-22(29)-eno
(moretenona, 25), el cual ya ha sido informado en la literatura [76, 77], y la identidad de las

propiedades fisicas y espectroscopicas confirmo su estructura.
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7.2.4. Acido 3-acetilaleuritolico (62)

En el espectro de RMN 'H de la substancia 26 (espectro 35) se observaron sefiales
caracteristicas de un hidrogeno vinilico (6n 5.52, 1H, dd, J = 8.0, 3.5 Hz) y de un hidrégeno
carbindlico (on 4.46, 1H, dd, J = 10.5, 5.5 Hz). La sefial simple en 4 2.04 proporciona evidencia
de un grupo metilo de acetato, y la presencia de siete sefiales simples son consistentes con un
esqueleto triterpénico de tipo taraxano, donde uno de los metilos se ha oxidado a &acido
carboxilico. Esta presuncion es consistente con los resultados del analisis del espectro de RMN
13C (espectro 36) de esta substancia. Este espectro mostré 32 sefiales, las cuales fueron asignadas
(mediante el experimento DEPT) a ocho metilos, once metilenos sp?, cinco metinos (cuatro sp® y
uno a &¢c 116.8 del carbono vinilico) y ocho carbonos cuaternarios (uno corresponde a ¢ 183.5 de
un grupo carbonilo de acido carboxilico, otro a d¢ 170.9 de un carbonilo de acetato, y otro a dc
160.6 de carbono olefinico). Al comparar las asignaciones con los datos reportados de la literatura
[78] se establece que se trata del acido 3-acetilaleuritélico (62). La comparacion directa de esta
substancia con una muestra auténtica disponible en el laboratorio, confirmé la identidad de esta

substancia.
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7.2.5. 16p,17-Dihidroxi-ent-kauran-3-ona (99)

El perfil del espectro de RMN 'H de la substancia 99 (espectro 37) contrasta
significativamente con los descritos hasta el momento, ya que se observa un nimero menor de
sefiales a campo alto con respecto a los espectros de los triterpenos pentaciclicos o los fitoesteroles
resefiados. En el espectro 37 se observan dos sefiales dobles centradas en 61 3.49 (1H, d, J =10.8
Hz) y en 61 3.41 (1H, d, J = 10.8 Hz), que de acuerdo a su constante de acoplamiento y a su
desplazamiento quimico, se establece que corresponden a los hidrégenos geminales de un
hidroximetileno unido a un carbono cuaternario. En oy 2.48 se observa una sefial doble de dobles
que integra para dos protones (J = 8.6, 6.3 Hz), la cual es asignable (por su desplazamiento
quimico y por su multiplicidad) a un metileno alfa a un grupo carbonilo. A campo alto se observan
tres sefiales simples que integran para tres hidrogenos en on 1.09, 6n 1.08, dn 1.03,
correspondientes a tres metilos en la estructura de esta substancia.

El andlisis del espectro de RMN 3C (espectro 38) permitid establecer la presencia de 20 carbonos,
por lo que deduce que la estructura es un diterpeno. En el espectro 38 se observa una sefial a d¢
218.2 que se asigna a un carbonilo de cetona. Se observan sefiales de carbonos unidos a oxigeno
(6c 79.7 y dc 69.8), correspondientes a un carbono cuaternario y a un metileno, que pueden
asignarse, tentativamente, a C-16 y C-17, respectivamente, de un diterpeno con esqueleto de
kaurano o de ent-kaurano. Esta presuncion esta de acuerdo al andlisis del espectro DEPT, el cual
establece la presencia tres metilos, nueve metilenos, tres metinos y cinco carbonos cuaternarios, lo
cual define la férmula molecular C20H3203. Esta formula es correcta para un diterpeno tetraciclico
que incorpora a un grupo carbonilo en su estructura. Asi se explican los cinco grados de
insaturacion de la estructura. La revision en la literatura confirma lo anterior, por lo que se
establece que el carbonilo se encuentra en C-3 y el diol vecinal se ubica en C-16 y C-17, con la
orientacion indicada en la férmula 99. La comparacion de las propiedades fisicas y
espectroscopicas de esta substancia con las informadas por Ding y Jia [79], y comentadas por

Agrawal [80], confirman la estructura de esta substancia.




7.3. Estudio quimico del extracto de Sapium macrocarpum

Del extracto de CH2Cl>-metanol (1:1) de las partes aéreas de S. macrocarpum se aislaron,
purificaron y caracterizaron estructuralmente los siguientes compuestos: lupenona (100),
sitostenona (101), tonantzitlolona A (38), 19BH-lupeol (37), B-sitosterol (27), estigmasterol (28) y
B-D-glucopiranosido de B-sitosterilo (95). La discusion estructural de los compuestos 27, 28, 37 y
95 se realizd con anterioridad (ver paginas 34, 42, 43). A continuacion, se describen las evidencias
espectroscopicas que permitieron la determinacion estructural de las substancias 38, 100 y 101.

7.3.1. Lupenona (100)

En las fracciones menos polares de la cromatografia del extracto de CH>Clz>-metanol
permitié la obtencion de un compuesto puro cuyo espectro de RMN *3C (espectro 39) muestra 30
sefiales. Entre estas se incluye una de un carbonilo de cetona (6c 217.9) y los desplazamientos
quimicos observados en RMN *H (espectro 40) y 3C son similares con respecto al lupeol (37,
descrito con anterioridad, ver pagina 43), pero no muestran la sefial del oximetino
correspondiente en C-3 (8¢ 79.02). El espectro de masas adquirido por IE mostré un ion
molecular m/z 408 que esta en concordancia con la formula molecular C3oHsgO, y los datos de
RMN !H (espectro 40) fueron idénticos con los reportados para lupenona (100), lo que confirma
su estructura [81].

7.3.2. Sitostenona (101)

Los espectros de RMN de H y 13C del producto natural 101 indicaron la presencia de dos
metilos unidos a carbonos terciarios, tres metilos unidos a carbonos secundarios y un metilo unido
a un carbono primario, caracteristicos de los fitoesteroles. El analisis de datos de RMN *H
(espectro 41) y de RMN 3C (espectro 42), asi como el analisis del espectro DEPT establecieron

la formula molecular de C29HsgO, y se deduce la presencia de un grupo carbonilo cetdnico
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(evidenciado por la sefial de RMN 13C 8¢ 199.85). La similitud de los espectros con los de P-
sitosterol sugirié que esta substancia corresponderia a la sitostenona (101). Efectivamente, la
comparacion de los datos fisicos y espectroscopicos con los informados en la literatura [82, 83]

permitié confirmar su identidad.

7.3.3. Tonantzitlolona A (38)

La formula molecular de 38, C2sHa007, se establecié a partir del andlisis de los datos
espectroscopicos de RMN *H (espectro 43), *C (espectro 44), y la difraccion de rayos X. El
espectro de RMN 3C (Tabla 2) mostré 26 carbonos, los cuales fueron asignados, mediante el
andlisis del espectro DEPT (espectros 45, 46), a siete grupos metilo (tres terciarios, dos
secundarios, uno primario y uno vinilico), cuatro metilenos, nueve metinos (cuatro unidos al
oxigeno, tres olefinicos y dos alifaticos), y seis carbonos no protonados (dos carbonilos, uno
olefinico, uno alifatico, uno ligado al oxigeno y uno unido a dos oxigenos). La presencia de un
fragmento de metil-senecioato (Z-3-metil-2-pentenoato; CeHeO2; (Z)-Et(Me)C=CH-COO-) se
estableci6 mediante el analisis de las sefiales de RMN H (espectro 43) y °C (espectro 44)
asignadas (por analisis HMBC, espectro 50) a un carbonilo éster (8¢ 166.58) unido a un metino
olefinico (8¢ 113.86, 61 5.69) de un doble enlace trisustituido (8¢ 162.97), siendo un etilo (8¢
33.88, 61 2.17; &¢c 11.83, 81 1.07) y un grupo metilo (3¢ 18.99, dn 2.16) los otros sustituyentes.
Por lo tanto, se deduce que este compuesto es un diterpeno con cinco grados de insaturacion,
unido a un fragmento senecioato. La presencia de un fragmento de una cetona-o-metil-§,y-
insaturada se dedujo por las sefiales de RMN *H y °C de una cetona (5c 211.30), unida a un
metino (8w 3.34, de acuerdo con la correlacion HMBC) y el metino enlazado a un grupo metilo (8¢
16.00, o1 1.12) y a un doble enlace trans-disustituido (5¢c 126.81, 1 5.24; dc 140.07, 61 5.86).
Ademas, las sefiales restantes de RMN 'H y 3C, particularmente la de dos metilenos alifaticos,

tres oximetinos y un carbono hemicetalico, fueron consistentes con la presencia de un &-lactol y

51



Tabla 2. Desplazamientos quimicos de RMN *H, RMN C (CDClIs) y algunas correlaciones

del compuesto 38

Posicion Sn, M J (H2) dc NOESY HMBC (H — C)
400 MHz 100 MHz
1 5.860, d J1,215.2 140.07 13a, 3, 17 C-2,C-3, C-14, C-15, C-17
2 5.240,dd  J1215.2,J239.6 126.81 16, 3,5 C-3,C-4,C-15
3 3.336, dqg J239.6, 49.53 20 C-1,C-2,C-4,C-20
J3206.8
4 - - 211.30 - -
5 4.625,dd  Jseal12, Jsep2.9 7414 6B, 7 C-4,C-6
6o Jea,6p 13.5, Js 68 19, 6 C-5,C-8, C-19
6P 1.385, ddd 2.9,
1.848,ddd Jeo.7 13.0, Jep7  28.82
32 19, 60, 5,7
7 2.336, dddq Jep,7 3.2, 29.05 5,8, 6p3, 19 C-6, C-19
Jea,7 13.0,
J782.6, J7,196.9
8 4.898, d J782.6 73.17 10,7, 19 C-6, C-19, C-9 (OH-9)
9 - - 97.14 - C-5, C-8, C-9 (OH-9)
10 3.433, s - 78.20 12a, 8, 18 C-9 (OH-9), C-12, C-18
11 - - 87.65 - C-12, C-13,C-18
12a. 2.446,dd  Jipg12p 12.5, J12a  37.35 128, 13a, 10 C-13, C-18
130 7.5,
J120,136 0.0
12 1.537,ddd  J124,128 12.5, J12a 18, 13, 12a.
J13a 12.5, Ji2p13p
7.5 -
13a 2.047,dddd  Ji30,13p 12.5, Ji2p 28.06 13B, 120, 1 C-12
130 12.5, J12a,13a
7.5,
J13a,14 12.5
13p 1.767,ddd  Jiza,13p 12.5, Ji3p 17,128, 13a, 14
J2p 12.5, Ji2a,13p
0.0,
J13p,14 5.0
14 3.770, dd J13p,14 5.0, 88.89 13B, 16, 17, C-1, C-12,C-13, C-16,C-17
J13a,14 12.5 12p, 18
15 - - 38.73 - C-1, C-2, C-13, C-16, C-17
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16
17
18
19
20
1’
2
3
4
5
6’
OH-9
OH-10

1.142, s -
0.912,s -
1.378, s -
0.849, d J7,19 6.9
1.123,d J3206.8
5.697,q Jre 1.2
2.174,q Jos 7.2
1.074, t Jo s 7.2
2.158, d Jre 1.2
5.659, s -
3.095, s -

25.09
25.44
28.11
17.01
16.00
166.58
113.86
162.97
33.88
11.83
18.99

17, 14, 2,0H-9
16,136, 14
12B, 10, OH-9
7, 6B, 60t
3

5,4
5’
4’
5,
5, 10,18

C-1, C-14, C-15, C-17
C-1, C-14, C-15,C-16
C-10, C-11, C-12
C-6,C-7,C-8
C-2,C-3,C4
C-6°,C-8
C-4°,C-6’
C-2’,C-5,C-6°
C-4°,C-6’
C-2’,C4
C-8,C-9,C-10

un tetrahidrofurano, formando parte del esqueleto diterpénico. Los datos de RMN descritos son

casi idénticos a los reportados para la tonantzitlolona A (38), aungue se detectaron algunas

inconsistencias en las asignaciones de RMN H. En particular, las asignaciones de RMN *H para

H-12a y H-12b, deben invertirse, y lo mismo para H-13a y H-13b [39, 84, 85]. Las asignaciones

correctas se muestran en la Tabla 2 y se realizaron mediante el analisis de las constantes de

acoplamiento entre los hidrogenos del tetrahidrofurano, que permitio definir que la Jizq,138 = 0, Y,

por lo tanto, el anillo de oxolano se encuentra en la conformacion E2 (del itinerario

conformacional de un anillo de oxolano, informado en la literatura) [86]. En consecuencia,

algunas correlaciones NOESY se deben corregir de acuerdo con las nuevas asignaciones. Por

ejemplo, no se detectd la correlacion NOESY entre H-14 y la sefial a 6+ 2.45 (informado por Lima

[39]), en cambio, se observo claramente una correlacion entre H-14 y H-13p (8w 1.537).

Algunas discrepancias menores en las asignaciones pueden atribuirse presumiblemente al

uso de diferentes sistemas de numeracion, ademas del hecho de que una de las primeras
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estructuras publicadas fue posteriormente corregida [87]. Ciertas correlaciones NOESY relevantes
se ilustran en la estructura de rayos X representada en la figura 5, ya que la conformacion
determinada por anélisis de rayos X (vide infra) es muy similar a la conformacion en solucién, y
esta observacion deriva de la similitud de los angulos diedros entre los hidrogenos vecinales
deducidos a partir de las constantes de acoplamiento Ju-+ de RMN H. Algunos fragmentos de este
compuesto han sido sintetizados [88], se ha completado la sintesis total [89, 90], y se ha

establecido la configuracion absoluta [91], como se representa en la férmula 38.

Figura 5. Correlaciones NOESY relevantes para 38

El anélisis de rayos X de este compuesto (figura 6) confirmé la conectividad molecular y la
estereoquimica absoluta. Ademas, permitid identificar dos enlaces de hidrogeno intramoleculares:
uno entre OH-9 con el oxigeno de tetrahidrofurano (1.97 A), y el segundo entre OH-10 con el
oxigeno &-piranilo (1.90 A). Por lo tanto, la estructura se puede considerar con cierta rigidez, y
como se menciono anteriormente, las constantes de acoplamiento observadas estan de acuerdo con
la conformacidn encontrada en el estado solido. La configuracion absoluta de este compuesto es la

misma que la obtenida para un compuesto aislado de Stillingia lineata (una euforbiacea colectada
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en la Isla de La Reunion, Océano indico) en la blsqueda de agentes antichikungunya, y el

compuesto 38 fue renombrado como tonantzitlolona A [85].

Figura 6. Estructura de rayos X de 38

7.4. Estudio quimico del extracto de Croton glabellus

La cromatografia preparativa en columna del extracto hexanico de las partes aéreas de C.
glabellus permitio el aislamiento de alcohol carnatilico (CzsH700, 1-tetratriacontanol), 6-O-
acetilaustroinulina (69), austroinulina (70), B-sitosterol (27) y B-D-glucopirandsido de B-sitosterilo

(95). A continuacion, se describe la elucidacion estructural de 69 y 70.
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7.4.1. 6-O-Acetilaustroinulina (69)

En el espectro de RMN 3C (espectro 51) de la substancia 69 se observaron 22 sefiales, de
las cuales, mediante el andlisis de la modalidad DEPT, se establecio la presencia de 6 metilos, 5
metilenos, 6 metinos y 5 carbonos secundarios. EI nimero total de carbonos es de 22, lo cual
sugiere que se trata de un diterpeno presumiblemente esterificado con un grupo acetato. Esta
suposicion es correcta, ya que se observa un carbonilo de éster en ¢ 171.8 y la sefial del metilo de
acetato en Sn 2.13 del espectro de RMN *H (espectro 52). Por otro lado, en el espectro de RMN
'H se observan sefiales intercambiables con D20, lo cual permite inferir la presencia de al menos
dos hidroxilos (ademas de que son observables en RMN 3C tres carbonos sp® directamente unidos
a oxigeno, vide infra). Por lo anterior, esta substancia posee la formula molecular C22Hz604, por lo
que tiene cinco grados de insaturacién, uno de los cuales es el grupo carbonilo de acetato.

El espectro de RMN *H presenta un perfil caracteristico en la zona de los hidrdgenos
vinilicos para una olefina monosustituida. Especificamente, se observa una sefial doble de doble
de doble centrada en 6+ 6.87 (1H), que por sus constantes de acoplamiento (J =17.2, 10.8, 0.8 Hz)
se deduce que se trata de un hidrogeno olefinico con acoplamientos trans-, cis- y un acoplamiento
adicional de menor magnitud. Las sefiales centradas en &y 5.20 (1H, J =17.2, 0.8 Hz) y en 64 5.11
(1H, J = 10.8, 0.8 Hz) dan evidencia de la presencia de una olefina monosustituida. Este
fragmento estructural puede conectarse con la sefial triple centrada en on 5.45 (1H, J = 7.2 Hz),
por lo que se deduce que se trata de un dieno conjugado, el cual es caracteristico de los diterpenos
de tipo labdano con las olefinas ubicadas en C-12, C-13, C-14 y C-15. Las sefiales observables en
RMN 3C en &8¢ 133.6 (C-12), ¢ 133.2 (C-14), 8¢ 131.0 (C-13) y &¢c 113.8 (C-15), confirman la
presencia de este fragmento estructural y del esqueleto del labdano. Adicionalmente, son
observables sefiales de carbonos de oximetinos centradas en &c 83.7, 76.9 y 73.2, las cuales,
mediante la revision de los datos en la literatura, corresponden a C-7, C-8 y C-6, respectivamente,
de la 6-O-acetilaustroinulina. La comparacion de las propiedades fisicas y espectroscopicas
obtenidas experimentalmente con las informadas en la literatura, asi como la comparacion
cromatografica con una muestra auténtica del producto natural disponible en el laboratorio,

permitieron confirmar la identidad de esta substancia [54].
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7.4.2. Austroinulina (70)

Los espectros de RMN *H (espectro 53) y de RMN *C (espectro 54) de la substancia 70
muestra una notable similitud con los espectros de la 6-O-acetil-austroinulina (69) descrito lineas
arriba. En el espectro 53 no se observa la sefial de 6+ 2.13 (3H, s) y en el espectro 54 las sefiales
en d¢c 171.8 y ¢ 21.8. Por lo tanto, no existe el grupo acetilo del compuesto 69, por lo que al
comparar con la literatura [54], se establece que se trata de la austroinulina (70). La comparacién
de las propiedades fisicas y espectroscopicas de esta substancia con las informadas en la literatura,
asi como la comparacion mediante cromatografia en placa analitica con una muestra auténtica

disponible en el laboratorio, permitieron confirmar su identidad.

7.5. Derivatizaciones quimicas
7.5.1. Preparacion de 1B,3B-dibenzoiloxifriedelano (102)

La reduccion del grupo cetona de 1B-hidroxifriedelina (76) aislada de las partes aéreas de
Garcia parviflora [56] con NaBH4 (borohidruro de sodio), en una mezcla de THF-H.O (3:0.1
mL), generoé el producto 1p3,3B-dihidroxifriedelano (82) en buenos rendimientos. La estructura de

este compuesto fue confirmada de acuerdo a la siguiente evidencia espectroscopica. El analisis del
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espectro de RMN *3C (espectro 55), junto con el experimento DEPT, indicaron la presencia de dos
metinos unidos a oxigeno en &c 74.1 (C-3) y 68.4 (C-1), los cuales concuerdan con las dos sefiales
simples anchas que se observaron a campo bajo en el espectro de RMN H (Espectro 56) que
pertenecen a los dos protones carbinolicos localizados en 6+ 4.48 (H-1) y 3.87 (1H, d, J = 2.8 Hz,
H-3). Ademas, se observaron dos sefiales dobles en o4 2.64 (d, J = 7.0 Hz, OH-1) y 2.32 (d, J =
6.0 Hz, OH-3) que fueron asignados a los protones de dos hidroxilos. La asignacién de cada una
de las sefiales restantes de carbono y proton concuerdan con las reportadas en la literatura [56]

para el compuesto 82.

La esterificacion del compuesto 82 con cloruro de benzoilo en presencia de piridina,
generd el compuesto 102. El andlisis del espectro de RMN *C (espectro 57) junto con el
experimento DEPT, indicaron la presencia de dos carbonos cuaternarios que corresponden a los
dos carbonilos de los ésteres (8¢ 166.5, 166.1) y las 12 sefiales esperables de los carbonos
aromaticos. También se establece la presencia de dos metinos unidos a oxigeno (d¢c 73.4, 68.8).
Las demas sefiales de carbono fueron asignadas de acuerdo al esqueleto de friedelano. Las
asignaciones mas detalladas de las sefiales se describen a continuacion. En el espectro de RMN *H
(espectro 58) se observaron dos sefiales simples anchas (6+ 5.83 y 5.28) que fueron desplazadas a
campo bajo con respecto a la materia prima y son asignables de los hidrogenos base de los ésteres.
A campo mas bajo se observan dos sefiales doble de dobles que corresponden a hidrogenos en
posicidn orto respecto al sustituyente en el anillo aromatico (6 7.92 (2H, dd, J = 8.3, 1.2 Hz, H-
2a, H-6a) y o 7.86 (dd, J = 8.3, 1.2 Hz, H-2b, H-6b)). También se observan dos sefiales multiples
que integran para un hidrégeno cada una (centradas en o1 7.44 y 7.40) que se asignan al hidrdgeno
en para de los dos anillos aromaticos. Las sefiales de los hidrogenos en posicién meta se
determinan como dobles de dobles a o1 7.26 (2H, dd, J = 7.6, 7.6 Hz, H-3a, H-5b) y 61 7.20 (2H,

dd, J =7.8, 7.8 Hz, H-3b, H-5b). Adicionalmente en el espectro 58 se observaron sefiales simples
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de metilos (61 1.62, 1.17, 1.14, 1.03, 1.01, 0.98, 0.95, 0.91) que estan en concordancia con los
presentes en el esqueleto de un friedelano. De acuerdo a las asignaciones realizadas en los

espectros de RMN H y 13C se concluye que se trata del compuesto 102.

29 30

7.5.2. Preparacion del aldehido derivado de 19BH-lupeol (103)

A partir del compuesto 37 mediante una oxidacién alilica con SeO; [92], se obtuvo el
aldehido de lupeol, esta modificacién genera el aldehido en C(30), lo cual se pudo verificar
mediante el anélisis de sus espectros de RMN *H y 3C. En el espectro de RMN H (espectro 59)
se observa una sefial simple a én 9.51 (1H, s, H-30), la cual es caracteristica del proton del
aldehido. La presencia de este grupo, desplaza a campo mas bajo a los protones olefinicos, de on
4.69 (1H, d, J = 2.4 Hz, H-29b) y &4 4.57 (1H, dd, J = 2.6, 1.4 Hz, H-29a) en el 19BH-lupeol (37)
a on 6.28 (1H, s, H-29b) y 61 5.90 (1H, s, H-29a) en el aldehido de lupeol (103). Las asignaciones
espectroscopicas para los hidrégenos y carbonos se llevaron a cabo por comparacion directa con
los datos informados en la literatura [73], y se confirma la estructura 103 como el aldehido
derivado de 19B3H-lupeol.

59



7.6. Evaluacion de la actividad antiinflamatoria de los metabolitos secundarios aislados y de
derivados semisintéticos

Para evaluar la actividad anti-inflamatoria del extracto total de las hojas y de las sustancias
puras obtenidas de Sapium nitidum, se utilizo el método de edema auricular inducido por ATF de
las sustancias que se obtuvieron en cantidades suficientes. Como se puede observar en el ensayo
preliminar del porcentaje de inhibicion (Tabla 3) los compuestos 88, 93 y 94 mostraron
diferencias significativas con respecto al control.

Tabla 3. Actividad antiinflamatoria de los productos aislados de S. nitidum

Muestra? Edema (mg) Inhibicién (%)
88P 8.18+2.43 48.26*

89P 12.28+1.74 22.31

91b 10.83+1.62 31.49

93¢ 4.80+£1.24 68.76**

94¢ 12.28+1.74 48.43**

ETP 10.30+1.29 34.81

8Dosis: 1 umol/oreja.Control: b acetona-CH,Cl, 1:1 (15.80+1.45), ¢ cloroformo (15.37+0.52). ET = Extracto total.
Los datos representan el promedio de seis animales + el error estandar de la media (?i EEM). Los resultados se
analizaron mediante una prueba de Dunnett, los valores de p< 0.05 (*) y p< 0.01 (**) se consideraron como

diferencia significativa con respecto al control.

Considerando que el compuesto 93 presentd un porcentaje de inhibicion de la inflamacién
mayor al 50 % comparado con los otros compuestos, se procedié a realizar la dosis inhibitoria
cincuenta (Dlso) de 93 por el método de edema auricular de raton inducido por ATF. Como se
puede observar en la Tabla 4, la Dlso del compuesto 93 es casi tres veces mayor que la
indometacina, lo que indica que es necesaria una mayor dosis del compuesto para obtener el
mismo efecto a la Dlso de la referencia. Sin embargo, puede afirmarse que el compuesto 93

muestra actividad antiinflamatoria relevante.
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Tabla 4. Dlso del compuesto 93

Muestra Dosis Edema Inhibicién Dlso
(umol/oreja)  (mg) (%)

Indometacina  0.031 12.78+1.21 13.36 0.236 pmol/oreja
0.1 10.74+£1.13 27.19* r=0.983
0.31 5.62+0.89 61.90**
1 2.88+0.73 78.76**

93 0.1 12.63+0.54 14.06 0.60 pumol/oreja
0.31 10.98+0.90** 25.28** r=0.99
1 4.18+0.89**  71.54**
1.78 1.72+£0.79**  88.32**

Tomado en cuenta que los compuestos aislados de C. glabellus asi como de los derivados del 13-
hidroxifriedelina (76), metabolito secundario aislado de G. parviflora ya han sido reportadas sus
actividades citotdxicas [54, 56], se procedio a evaluar la actividad antiinflamatoria de los

Productos Naturales aislados de C. glabellus (Tabla 5) y de G. parviflora (Tabla 6).

Tabla 5. Actividad antiinflamatoria de los productos aislados de C. glabellus

Muestra Dosis Edema (mg) Inhibicion (%)
Control (CHCI3) - 14.50+0.46

69 1 umol/oreja 8.03+1.83 44.60**

70 1 umol/oreja 7.27+0.79 49.89**

Los resultados se analizaron mediante una prueba de Dunnett, los valores de p < 0.05 (*) y p < 0.01 (**) se
consideraron como diferencia significativa con respecto al control.

Al comparar la relacion estructura-actividad, se puede establecer que el compuesto 70 tiene un
porcentaje de inhibicién ligeramente mayor que 69, lo que podria sugerir que la presencia del
grupo hidroxilo en C-6, mejora la actividad antiinflamatoria.

Para el caso de la 1B-hidroxifriedelina (76), no fue posible bioevaluarlo, segin el modelo

utilizado, debido a problemas de solubilidad. Considerando la similitud de estructuras se evalud el
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friedelanol (104), friedelina (105), los compuestos derivados asi como el compuesto 102. Los

resultados se describen en la Tabla 6.

Tabla 6. Bioensayo de los productos aislados y semisintéticos de G. parviflora

R,

Ac
Ac

Bz

105

Muestra Dosis Edema (mg) Inhibicion (%)
Control (CHCI3) - 14.50+0.46
79 0.31 umol/oreja  13.37+1.25 7.82
80 1 umol/oreja 5.90+1.68 59.31**
82 1 umol/oreja 6.20+0.38 57.24**
83 1 umol/oreja 4.87+1.13 66.44**
84 1 umol/oreja 10.77+0.84 25.75
87 1 umol/oreja 10.90+1.40 24.83
102 1 umol/oreja 12.90+1.14 17.48
104 1 umol/oreja 14.30+0.83 8.53
105 1 umol/oreja 13.03+0.34 16.63

Los resultados se analizaron mediante una prueba de Dunnett,

consideraron como diferencia significativa con respecto al control.
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De acuerdo a los valores del porcentaje de inhibicién, todos los compuestos que tienen la
presencia de un grupo OH en la posicién 1, en el anillo A del friedelano, presentan mayor
actividad respecto a los que tienen la presencia del éster o la ausencia del grupo hidroxilo.

Finalmente del compuesto 103, se observo una actividad antiinflamatoria totalmente nula.

7.7. Evaluacion de la actividad citotoxica de los metabolitos secundarios aislados y de los
derivados semisintéticos.

Considerando que las actividades citotoxicas de los compuestos aislados de C. glabellus y
G. parviflora ya fueron reportadas [54, 56], se procedié a evaluar las actividades de los
compuestos aislados de las otras especies.
La actividad citotdxica del extracto total y de los metabolitos secundarios que fueron obtenidos en
cantidades suficientes, se evaluaron utilizando el método de tincion de la Sulforodamina B.
Como se puede observar en el ensayo preliminar (Tabla 7) todas las sustancias puras evaluadas
tuvieron un porcentaje de inhibicion menor al 50% en cada una de las lineas celulares por lo que
ya no fue necesario realizar la Dlso de los compuestos. Sin embargo, el extracto total tuvo un
porcentaje de inhibicion del 100% en la linea celular K562 (leucemia). Esta diferencia con los
compuestos aislados, podria deberse a un mecanismo de sinergismo entre los compuestos que
integran el extracto total o probablemente por la presencia de un metabolito secundario que no fue
aislado.

Tabla 7. Porcentajes de inhibicion de la actividad citotoxica de los productos

aislados de S. nitidum a 50 pug/mL extractos, 50 uM compuestos puros, vehiculo DMSO

Muestra U251 PC3 K562 HCT15 MCF7 SKLU1
glias prostata Leucemia colon pecho pulmon

88 sa 1.81 6.88 10.46 3.24 21.95

89 sa 3.05 3.46 10.24 13.43 19.59

91 sa 0.08 Sa 18.69 5.15 20.06

93 29.56 20.72 9.86 7.24 11.53 12.89

94 sa sa 11.92 sa 4.47 9.30

Extracto total  39.14 30.91 100 28.17 23.18 41.73
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Las actividades inhibidoras del extracto de S. macrocarpum asi como de los compuestos 37, 38,
95, 100, y 101, también se evaluaron por el método de sulforodamina B. Los resultados (Tabla 8)
revelaron que el extracto y los compuestos ensayados mostraron actividad diferencial. El lupeol
(37) mostrd una clara actividad contra PC-3, y todos los compuestos naturales (37, 38, 95, 100,
101) fueron activos contra la linea celular de leucemia (K562). El B-D-glucopiranésido de -
sitosterilo (95) fue el méas activo en esta linea celular, y este resultado esta de acuerdo con los
resultados observados para otras células de leucemia (CEM / ADR5000) [93]. La bioevaluacion de
los compuestos puros frente a otras lineas celulares tumorales indic6 que la actividad inhibidora es
inferior al 40%. Se ha informado que la sitostenona (101) posee actividades anti-proliferacion y
anti-tirosinasa en células de melanoma [94]. La actividad mostrada por la tonatzitlolona A (38) es
similar a la descrita por Olivon y col. [95] para las tonantzitlolonas B-F, que son variantes
estructurales de la tonantzitlolona A (38) en la cadena lateral del éster. Recientemente, la
tonantzitlolona A (38) se identific6 como un agente antitumoral muy potente en las células renales
de cancer, que establece que este compuesto es un activador de PKC y la citotoxicidad es
dependiente de PKCH [96].

Tabla 8. Porcentajes de inhibicidn de la actividad citotoxica de extractos y productos aislados
de S. macrocarpum (50 pug/mL extractos, 50 uM compuestos puros, vehiculo DMSO)
Muestra U251 PC-3 K562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1

Extracto CH2Cl>-MeOH (1:1) 175 59.8 96.5 45.3 39.5 44.6

37 27.3 50.7 48.8 10.4 22.3 13.0
100 83 121 53.2 9.1 8.2 28.9
101 15 184 66.1 2.8 11.6 25.9
95 119 326 77.0 12.6 2.6 27.7
38 29.2 36.8 64.5 32.1 38.1 27.6

Etopdsido (control positivo) 91.1* 514> 60.2° 80.8°  56.8° 81.7°

2 Concentracion 10 pM. ® Concentracion 31 uM
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8. PARTE EXPERIMENTAL
8.1 Material y Equipo

El aislamiento de los constituyentes quimicos presentes en los extractos organicos de S.
nitidum (Monach.) Lundell, S. longicuspis Standl., S. macrocarpum Mill. Arg., C. glabellus L. y
G. parviflora Lundell, asi como de los derivados, se llevo a cabo mediante la aplicacion de
técnicas cromatogréaficas, tales como: cromatografia en columna por gravedad (CCQG),
cromatografia de capa fina (CCF), cromatografia de capa fina preparativa (CCFP) y cromatografia
en capa fina analitica (CCFA). Los procesos cromatogréficos tuvieron como fase estacionaria
silica gel (SiO2) de 60 a 40 A (0.04-0.063 mm) marca Macherey-Nagel, y malla 230/400 ASTM.
Se utilizaron como fase mavil los disolventes n-hexano, acetato de etilo, acetona, diclorometano,
cloroformo, tolueno y metanol en distintas proporciones. El seguimiento del proceso
cromatografico de las columnas y la pureza de los constituyentes quimicos aislados se efectu6 en
cromatofolios de silica gel marca Merck 60 F2ss. Como reveladores se utilizaron una lampara de
rayos UV Spectroline ENF-240C (A de 254 y 365 nm) y una solucion de sulfato cérico amoniacal
((NH4)4Ce(SO4)4) al 1% en &cido sulfurico 2N. La cromatografia en capa fina preparativa y
analitica se realizd en placas preparativas Merck (2 mm y 0.20 mm de grosor, respectivamente, y

una superficie de 20 x 20 cm).

Los puntos de fusidn se determinaron en un aparato Fisher-Johns y no fueron corregidos. Los
espectros de infrarrojo se obtuvieron en solucion con CHCIz y pastilla de KBr, en un

espectrofotometro FT-IR Bruker Tensor 750.

Los espectros de masas por impacto electronico se obtuvieron en un espectrometro JEOL
JMS-AX505HA con un potencial de ionizacion de 70 eV y una corriente de ionizacion de 100 pA.
Los espectros de RMN *H y 3C, fueron llevados a cabo en los espectrometros: Varian Unity 300
(a 300/75 MHz), Bruker Avance 111 (400/100 MHz) y Varian Inova 500 (a 500/125 MHz). Los
espectros fueron obtenidos en cloroformo deuterado (CDCIs), piridina deuterada (CsDsN) y
metanol deuterado (CDsOD); y como estandar interno se empled tetrametilsilano (TMS). Los
valores de desplazamiento quimico de los nucleos observados estan registrados en ppm. Se
realizaron experimentos bidimensionales de RMN como COSY, NOESY, DEPT, HMQC vy
HMBC para la asignacion de cada sefial de los productos naturales y de los derivados obtenidos.

El anélisis por difraccion de rayos X fue realizado mediante un difractdbmetro automatico a Bruker
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D8 Venture con un detector de area CCD a 173(2) K, usando radiacion espejo multicapa helios Cu
Ko (L = 1.54178 A).

8.2 Actividades Bioldgicas
8.2.1 Actividad Antiinflamatoria

Para la realizacion de la actividad anti-inflamatoria se utilizaron ratones machos con pesos
entre 25-30 g. Los experimentos se realizaron de acuerdo a los lineamientos éticos internacionales
para el cuidado y uso de animales de experimentacion. Los animales se mantuvieron en un
ambiente controlado (temperatura 22 + 3 °C, humedad 70 + 5%, ciclos de luz de 12 h), con agua y
alimento ad libitum. Para la realizacion de la actividad anti-inflamatoria se formaron 3 grupos de 4
ratones cada uno: control (ATF + vehiculo), sustancias en estudio (ATF + sustancia en estudio) y
sustancia de referencia (ATF + indometacina). A cada raton se les aplicd una solucion de ATF
(2.5 pg) disuelto en etanol (10 pL), sobre la superficie interna y externa de la oreja derecha (5
pL/lado) para provocar la inflamacion. Diez minutos después de la administracion del ATF las
sustancias en estudio (1 pmol/oreja), el extracto total (1 mg/oreja) y la indometacina (1
pmol/oreja) disueltas en 20 pL de vehiculo, se aplicaron topicamente sobre la superficie interna y
externa de la oreja derecha (10 pL/lado). En la oreja izquierda de cada raton se administré 10 uL
de etanol y 20 pL del vehiculo de las sustancias en estudio (control negativo). Transcurridas
cuatro horas desde la administracion del ATF, los animales se sacrificaron en camaras de CO; y se
tomaron secciones circulares (7 mm de didmetro) de ambas orejas del raton (tratada y no tratada),
los cuales se pesaron para determinar por diferencia de peso entre la oreja tratada y no tratada el
edema producido.

La inhibicién del edema se calcula con la férmula:

( Pt - Pnt) control ~ (Pt - Pnt) tratamientos
Porcentaje de inhibicion = x 100
( I:>t - I:>nt) control

Donde:
Pt es el peso de la seccion de la oreja tratada

Pt es el peso de la seccidn de la oreja no tratada.
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Los resultados se expresaron como la media £ error estandar de la media (EEM) y se
analizaron estadisticamente mediante analisis de varianza de una via (ANOVA), seguido de una
prueba de Dunnett para comparaciones multiples, los valores de p < 0.05 (*) y p < 0.01 (¥*) se

consideraron como diferencia significativa con respecto al control.

8.2.1.1 Ensayo del Edema Plantar de Carragenina en Ratén

Las sustancias puras que presentaron un porcentaje de inhibicion de la inflamacion por el
método de edema auricular de raton por ATF mayor al 50% se les realizd el ensayo del edema
plantar de carragenina. Para la realizacion de la prueba se utilizaron ratones hembras con pesos
entre 25-30 g, divididos en 3 grupos de 4 ratones cada uno, control (carragenina al 1%), sustancias
en estudio (carragenina al 1% + sustancia en estudio), referencia (carragenina al 1% +

indometacina).

Para inducir el edema a cada uno de los ratones se les administro 50 pL de carragenina al 1% (10
mg/1 mL SSI) en la pata derecha y media hora después de la administracion de carragenina se
administraron por via intraperitoneal la sustancia en estudio (31.6 mg/kg) y la indometacina (7.5

mg/kg).

La inflamacion se cuantifico midiendo el volumen de las patas utilizando un pletismémetro a las
1.5, 3, 4.5y 6 h después de la inyeccion de la sustancia en estudio y la indometacina. La diferencia
de volumen entre la pata derecha inflamada y la misma pata derecha normal antes de la inyeccion

de carragenina es indicativa del grado de inflamacién.

Los resultados se determinaron como porcentaje de inflamacion utilizando la siguiente férmula:

Vt - Vo
X 100

Porcentaje de inflamacion =
Vo

Donde

Vt = volumen de la pata inflamada a un tiempo x

Vo = volumen normal (antes de la aplicacion de la carragenina)
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8.2.2 Ensayo de Citotoxicidad

Para la determinacion de la actividad citotdxica del extracto total y de los compuestos
puros se utilizd el método colorimétrico de la sulforrodamina B (SRB) frente a seis lineas
celulares de tumores humanos de cancer de mama (MCF-7), cancer de pulmon (SKLU-1), cancer
de Sistema Nervioso Central (U-251), cancer de colon (HCT-15), cancer de leucemia (K-562) y
cancer de proéstata (PC-3). Cada una de las lineas celulares fueron cultivadas en el medio RPMI-
1640, suplementado con suero fetal bovino al 10%, 2uM de L-glutamina, 100 IU/mL de penicilina
G, 100 pg/mL de sulfato de estreptomicina y 0.25 pug/mL de anfotericina B, conservados a una

temperatura de 37 °C, en un ambiente himedo con 95% de aire y 5% de COa.

Para la realizacion del ensayo se tomaron suspensiones celulares de 5 x 10* células/mL (K-562 y
MCF-7); 7.5 x 10* células/mL (U-251, PC-3 y SKLU-1) y 10 x 10* células/mL (HCT-15). Se
sembraron 100 pL de cada suspension celular en pozos de un microplato (96 pozos) y se
incubaron por 24 h para fijar las células a las paredes del pozo. Transcurrido el tiempo de
incubacion se adicionaron 100 mL de cada muestra (50 pg/mL para extracto total y 50 uM para
sustancias puras) fueron incubadas por 48 h adicionales. Al término de las 48 horas, las células
adheridas fueron fijadas in situ utilizando 50 pL de &cido tricloroacético (ATCA) frio al 50%
(P/V) y se incubaron a 4 °C por 60 min. Al término de este tiempo se desechd el sobrenadante y
los platos fueron lavados tres veces con agua destilada y posteriormente se secaron con aire. Los
cultivos fijados con ATCA fueron coloreados con 100 pL de una solucion de SRB
(sulforrodamina B) al 0.4% y se dejo en tincion por 30 min. Concluido el tiempo de tincién fueron
lavados 4 veces con acido acético al 1% y luego secados en camara de flujo de aire. Después del
secado de las placas el colorante unido a proteinas fue solubilizado con 10 uM de una base sin
bafer. Finalmente, la absorbancia fue leida a una longitud de onda de 515 nm. Los resultados

fueron expresados como porcentaje de inhibicion de la proliferacion celular.
8.3 Colecta del Material vegetal

La colecta de las especies vegetales se realizd en los estados de Chiapas y Veracruz
(México). Una muestra del material vegetal fue depositada en el Herbario Nacional del Instituto de
Biologia de la UNAM. En la Tabla 9 se muestran los sitios de colecta y la clave de registro de la

planta.
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Tabla 9. Sitios de colecta de especies de la familia Euphorbiaceae

Especie vegetal Sitio colecta Clave de registro
S. nitidum (Monach.) Lundell Nueva Palestina, Chiapas EM39268
S. longicuspis Standl. Paso del Tigre, Chiapas EM39260
S. macrocarpum Mull. Arg. Arriaga, Chiapas EM39273
C. glabellus L. Los Tuxtlas, Veracruz 1104456 MEXU
G. parviflora Lundell Laguna El Zacatal, Veracruz 1104455 MEXU

8.4. Preparacion de los extractos

El material vegetal se secd a la sombra, las hojas se trituraron y las ramas se molieron.
Cada material se maceré a pequefia escala (ca. 10 g) con n-hexano, acetato de etilo, acetona,
CH.Cl>-metanol (1:1) y metanol. Se compar6 el perfil quimico de cada extracto mediante
cromatografia en capa delgada y en base a esta comparacion se eligid el sistema de extraccién para
cada especie vegetal. Los extractos de cada una de las partes aéreas se maceraron durante 24 h, y

se realizaron por 3 veces consecutivas.

Se separaron las diferentes partes aéreas de S. nitidum, obteniéndose de material seco:
hojas (1460 g) y ramas (1930 g). Se prepararon los extractos de CH2Cl>-metanol (1:1) de los dos

tipos de material vegetal, obteniéndose 160 y 81 g de extracto, respectivamente.

Del material de S. longicuspis se separaron las diferentes partes aéreas de la planta,
obteniéndose de material seco: hojas (1290 g) y ramas gruesas (2460 g). Se prepararon los
extractos de CH2Cl>-metanol (1:1) de los dos tipos del material vegetal, obteniéndose 200 y 40 g

de extracto, respectivamente.
De las partes aéreas de S. macrocarpum se obtuvo 44 g de extracto de CH2Clz-metanol (1:1).

Las hojas de C. glabellus (5.5 kg) se maceraron con n-hexano obteniéndose 201 g de extracto.
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8.5. Extraccion y aislamiento
8.5.1. Sapium nitidum

Para la separacion de los compuestos se realiz6 un fraccionamiento primario utilizando una
columna cromatogréfica con el extracto de CH.Cl> - metanol (1:1) de las hojas de S. nitidum (160
g). Como fase estacionaria se utilizaron 750 g de silica gel de malla 230-400 y como fase mévil n-
hexano, mezclas de n-hexano-acetato de etilo en orden creciente de polaridad, acetato de etilo,
acetona, acetona-metanol 1:1, obteniéndose 313 eluatos (de 450 mL cada uno y concentrados en
un rotavapor), los mismos que se analizaron mediante CCF y se reunieron de acuerdo a su
similitud cromatogréafica, obteniéndose 8 fracciones principales y se identificaron de la siguiente
manera: 1-13 (A),14-23 (B), 24-40 (C), 41-51 (D), 52-107 (E), 108-149 (F), 150-264 (G) y 265-
313 (H).

En la fraccidon A se determin0 la existencia de una mezcla de grasas, por medio del andlisis

del espectro en el IR. Esta mezcla no fue separada.

En la fraccion B al evaporarse el disolvente se obtuvo por precipitacion un solido blanco
(23.9 g) el cual resulté una mezcla de dos substancias, de acuerdo al analisis por CCF (A Rf 0.05).
Debido a la similitud de los valores de Rf, se realizd6 una cromatografia en columna vy el
empaquetamiento de la silica gel se lo hizo via himeda. Se utilizaron 400 mg de la mezcla y como
fase movil n-hexano-tolueno (90:10). Como resultado de la cromatografia se separaron dos
compuestos, los cuales fueron identificados como palmitato de B-amirilo (210.7 mg) (88) y

palmitato de lupeilo (52.5 mg) (89). Ademas, se recuperé parte de la mezcla original (136.8 mg).

De las aguas madres de la fraccion B (6.0648 g) se realiz6 una columna cromatografica, la
cual se eluy6 con n-hexano, mezclas de n-hexano-acetato de etilo en orden creciente de polaridad
y acetona. Se recolectaron 121 fracciones, cada una de 250 mL. De la fraccion 25-55 se realiz
una columna himeda eluida con n-hexano-tolueno 90:10, obteniéndose 111 fracciones de 10 mL
cada una y de la fraccion 65-111 se obtuvo por recristalizacion en n-hexano-acetona, 26.5 mg de
cristales en forma de agujas finas identificAndose como acetato de lupeilo (90). De la fraccién 55-
67 se obtuvo por precipitacién un solido anaranjado que fue lavado con acetona y recristalizado
con CH.Cl»-acetona. Los cristales blancos (80.9 mg) en forma de agujas finas se identificaron por
técnicas espectroscopicas como el palmitato de 11-oxo-f-amirilo (91).
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Al concentrar el disolvente de la fraccion C, se obtuvo un sélido blanco amorfo (2.91 g) y
posteriormente el residuo se lavd con acetona. Por andlisis de su espectro de RMN !H se
determiné que se trata de un alcohol graso.

Al evaporarse el disolvente de la fraccion D, se obtuvo un sélido blanco (100.2 mg), el cual al ser
lavado con acetona y recristalizado en hexano-acetona, se identific6 como una mezcla de B-

sitosterol (27) y estigmasterol (28).

De las aguas madres (3 g) se realizd una columna cromatografica eluida con hexano,
mezclas de n-hexano-acetato de etilo en orden creciente de polaridad y acetona, obteniéndose 197
fracciones de 100 mL cada una. De la fraccion 25-61 (1.01 g) se realiz6 un fraccionamiento
terciario recolectdndose 137 fracciones de 100 mL cada una. De la fraccion 16-25 se observo un
compuesto en CCF, por lo que se procedié a su separacién mediante CCFA eluida con hexano-
acetato de etilo (70:30) por 7 veces. Este procedimiento permitio la obtencion de una muestra que
resultd, de acuerdo al analisis de RMN H, una mezcla de &cido palmitico, acido esteérico y

cicloeucalenol (92).

El residuo de la fraccion E se aplicd a una columna cromatografica empacada con 5.45 g y
se obtuvieron 126 eluatos de 110 mL cada uno. Al evaporarse el disolvente de las fracciones 3-7
se obtuvo un sélido amarillo el cual se lavé con acetona y metanol, obteniéndose 19.62 mg de un
solido blanco amorfo que corresponde al &cido miristico. Por otro lado, en la fraccion 62-85
precipité un sélido, mismo que una vez filtrado se recristaliz6 de acetona-n-hexano, obteniéndose
cristales blancos (36.2 mg) en forma de agujas finas. Las aguas madres fueron concentradas
obteniéndose un residuo (1.15 g) el cual fue aplicado en una columna cromatografica
obteniéndose en total 52.2 mg del mismo compuesto, el cual se identifico como 3B-palmitoiloxi-

1B3,11a-dihidroxi-olean-12-eno (93).

Se realizo la separacion de los componentes de la fraccion G (13.45 g) mediante una
columna cromatografica, utilizando mezclas de hexano-acetato de etilo en orden creciente de
polaridad y acetona como fase mdvil, recolectandose 221 eluatos de 400 mL cada uno. De la
fraccion 182-195, se obtuvo un solido amorfo (29.7 mg) que una vez lavado con acetona se
determiné como 6’-palmitoil-B-D-glucopirandsido de B-sitosterilo (94). De la fraccion 195-214 se
aislo un sélido blanco amorfo, el cual se recristalizé de una mezcla de acetona, acetato de etilo y
hexano, y finalmente se lavo con hexano frio. Al comparar directamente por CCF esta substancia
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con una referencia auténtica obtenida en el laboratorio, asi como la comparacion de las
propiedades de RMN H, se confirmé que esta muestra es B-D-glucopiranosido de B-sitosterilo
(95).

El fraccionamiento primario del extracto CH2Cl> - metanol (1:1) de las ramas de S. nitidum
(81 g) se realizé en una columna cromatogréfica, utilizando como fase estacionaria silica gel (550
g) de malla 230-400 y como fase movil hexano, mezclas de hexano-acetato de etilo en orden
creciente de polaridad, acetato de etilo y acetona. Se obtuvieron 389 eluatos (de 350 mL cada uno
y concentrados en un rotavapor), los cuales se analizaron mediante CCF y se reunieron de acuerdo
a su similitud cromatogréfica, obteniéndose 9 fracciones principales y se identificaron de la
siguiente manera: 1-15 (A),16-23 (B), 24-61 (C), 62-86 (D), 87-108 (E), 109-181 (F), 182-252
(G), 253-313 (H) y 314-389 (I).

Como resultado de este proceso cromatografico, a partir de la fraccién B se aisld e
identifico la mezcla de palmitato de B-amirilo (88) y palmitato de lupeilo (89). Mediante una
cromatografia preparativa flash (SEPACORE) se separ6 la mezcla, para lo cual se pesé 310 mg y
se disolvié en 5 mL de hexano. La solucion se inyecta en la columna y se procede a colectar
fracciones de 8 mL con un flujo de 2.5 mL /min. Del andlisis realizado de las fracciones obtenidas,
se confirmo la presencia de los compuestos 88 y 89, pero adicionalmente se aisl6 e identifico el

acetato de f-amirilo (96).

Una vez que se reunieron las fracciones que corresponde a la fraccion C, esta se lavd con
acetona varias veces, con lo que se obtuvo un solido blanco pulverulento, el mismo que

corresponde al palmitato de 11-oxo-p-amirilo (91).

La fraccion D (2,72 g) se adsorbi6 en 3 g de silica gel y se coloco en una columna de
vidrio empacada con 100 g de silica gel 230-400. Esta se eluy6 con n-hexano y con mezclas de n-
hexano-acetato de etilo (98:2, 96:4, 94:6, 92:8, 90:10) en orden creciente de polaridad. Se

obtuvieron 40 eluatos de 50 mL cada uno y de la fraccion 8-30 se aislo una mezcla (9:1) de 19BH-
lupeol (37) y B- amirina (97)

El residuo vegetal de la fraccién E (200 mg) se aplico a una placa preparativa, la cual se
eluyd con una mezcla n-hexano-AcOEt (90:10). Se observan tres bandas cuyos Rf son 0.40, 0.53 y

0.57. La banda mas polar (Rf = 0.40) se identific6 como una mezcla de B-sitosterol (27),
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estigmasterol (28) y un acido graso., la banda de polaridad media (Rf = 0.53) se identifico como
cicloeucalenol (92) y la banda menos polar (Rf = 0.57) se identifico el 19BH- lupeol (37).
Adicionalmente, la fraccion E (1.76 g) se procesd por CCG, la columna empacada con 80 g de
silica gel 230-400 fue eluida con n-hexano y con mezclas de n-hexano-AcOEt de polaridad
creciente desde 99:1 hasta 80:20 y se obtuvieron 107 fracciones. De la subfraccion 65 a 74 se

obtuvo -sitosterol (27) (44.5 mg).

Durante la cromatografia de la fraccion I, se observd un residuo solido, el cual en CCF
eluye con una mezcla n-hexano-AcOEt (3:7), Este sélido se identifico como el [B-D-
glucopirandsido de p-sitosterilo (95), mediante comparacion cromatografica con una muestra

auténtica disponible en el laboratorio, y por la identidad de sus caracteristicas espectroscopicas en
RMN 1H.

8.5.2. Sebastiania longicuspis

El extracto CH,Cl>-metanol (1:1) de las hojas de S. longicuspis (200 g) fue adsorbido en
silica gel 230-400 y colocado en una columna empacada con 800 g de silica de las mismas
caracteristicas. A continuacion, se eluyd con n-hexano, mezclas de n-hexano-acetato de etilo de
polaridad creciente y acetona. Como resultado de este procedimiento se obtuvieron 265
fracciones de 500 mL cada una.

De la fraccion 18 se obtuvo un solido blanco, el cual se recristaliza de una mezcla de
metanol, acetato de etilo y n-hexano, se lava con n-hexano y en CCF se determina que tiene un Rf
0.62 en n-hexano-AcOEt (85:15). Esta substancia se identificO como epi-taraxerol (98) (4.2 mg).
Adicionalmente 1.9 g de la fraccion 15-23 se adsorbio en silica gel y se colocé en una columna
cromatografica, la cual se empaca con 110 g de silica gel 230-400. Esta se eluye con n-hexano,
mezclas de n-hexano-acetato de etilo en orden creciente de polaridad (98:2, 94:6, 92:8 y 90:10) y
acetona. Se obtuvieron un total de 128 fracciones, de la cual, la subfraccion 37-53, se aislé un

s6lido blanco (14 mg) que se identific6 como taraxerol (43) por lo procedimientos usuales.

La fraccion 34-47 (6 g) se adsorbio en silica gel 230-400 y se coloco en una columna
cromatografica empacada con 250 g de silica gel 230-400, la cual se eluyé con n-hexano y

mezclas n-hexano-acetato de etilo (hasta 7:3), obteniéndose 108 fracciones. Al procesar la
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subfraccion 31-57 se aislé un solido (26 mg) que se identificO como una mezcla de B-sitosterol
(27) y estigmasterol (28).

El extracto CH2Cl>-metanol (1:1) de las ramas de S. longicuspis (40 g) fue adsorbido en
silica gel 230-400 y colocado en una columna empacada con 200 g de silica de las mismas
caracteristicas. A continuacion, se eluyd con n-hexano, mezclas de n-hexano-acetato de etilo de
polaridad creciente y acetona. Como resultado de este procedimiento se obtuvieron 392
fracciones. Los eluatos colectados (350 mL) se analizaron CCF y se reunieron de acuerdo a su
similitud cromatogréafica. El residuo que resulté al reunir las fracciones 3-15, se recristalizd de
acetato de etilo- n-hexano y se lavo con acetona (en frio), obteniéndose un sélido (200 mg) que
fue identificado como 3-oxo-21aH-hop-22(29)-eno (25). Al analizar la fraccion 16-31 se obtiene
un solido, mismo que al ser lavado con acetona en frio se logro purificar y fue identificado como
19BH- lupeol (37).

La fraccion 62-88 (0,49 g) se adsorbi6 con silica gel (1:1) y se colocé en una columna
empacada con 50 g de silica gel 230-400 y se eluy6 con n-hexano, mezclas de n-hexano-AcOEt en
orden creciente de polaridad (hasta 8:2) y acetona. Este fraccionamiento secundario generd 118
fracciones de 50 mL cada una. El andlisis de cada una de las fracciones, mediante CCF, permitié
la identificacion de una substancia en las subfracciones 50-61 (0.19 g); este residuo fue adsorbido
en silica gel 230-400 y colocada en una columna cromatografica empacada con 12 g de la misma
fase estacionaria y como fase mdvil se utilizd n-hexano y mezclas de n-hexano-AcOEt de
polaridad creciente (hasta 9:1). Como resultado de este fraccionamiento terciario se obtuvieron 69
fracciones, y en la subfraccion 44 se observé un compuesto con Rf 0.42 (eluido con n-hexano-
AcOEt (8.5:1.5)). Este compuesto fue identificado como el acido 3-acetilaleuritdlico (62),

mediante comparacién de sus propiedades fisicas y espectroscépicas.

Por otro lado 0.6 g de residuo obtenido de la reunion de las fracciones 226-257, fue
adsorbido en silica gel, y se aplicd en una columna empacada con 30 g de silica gel 230-400, la
cual fue eluida con mezclas de n-hexano-AcOEt de polaridad creciente hasta (1:1). Se obtuvieron
123 fracciones de 40 mL cada una. Del residuo de las subfracciones 68-84, se obtuvo un sélido
que se identifico como 16[,17-dihidroxi-ent-kauran-3-ona (99) (Rf de 0.44 en n-hexano-AcOEt

(1:1), eluido dos veces), mediante la comparacion directa de sus propiedades espectroscopicas.
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8.5.3. Sapium macrocarpum

Las partes aéreas de S. macrocarpum (hojas y ramas, 1.1 kg) se secaron, se molieron y
finalmente se maceraron durante 24 h (por triplicado) con una mezcla de CH2Cl>-metanol (1:1). Se
obtuvo un filtrado, el cual fue concentrado a presion reducida, obteniéndose el extracto total (41
g). Parte de este residuo (40 g) se adsorbi6é en una mezcla de celita y silica gel (1:1) (30 g). La
mezcla se empacd en una columna cromatogréafica (CC) que contiene silica gel (malla 230-400,
280 @), y se procedié a su desarrollo con disolventes y mezcla de disolventes de polaridad
creciente (n-hexano, n-hexano-acetato de etilo, acetato de etilo y acetato de etilo-metanol). Se

obtuvieron 8 fracciones principales (A-H).

La fraccion D (124 mg) fue resuelta en sus componentes mediante una cromatografia en
columna empacada con silica gel y se eluyd con un sistema de n-hexano-AcOEt de polaridad
creciente. Este procedimiento permitid la obtencion de una fraccion que se purifico por CCF
preparativa utilizando una mezcla de n-hexano-EtOAc (85:15), produciendo un sélido que se
identific6 como lupenona (100, 15 mg) (Rf 0.69 n-hexano-AcOEt, 85:15), mediante los

procedimientos usuales.

La fraccion E (170 mg) fue separada mediante CC empacada con silica gel, y eluida
utilizando una mezcla n-hexano-AcOEt de polaridad creciente, obteniéndose 92 fracciones. La
subfraccion Ez7-Ezp (20 mg) fue purificada mediante CCF preparativa obteniéndose
tonantzitlolona (38, 8 mg) Rf 0.59 (n-hexano-AcOEt, 85:15), que al ser recristalizados de acetona-
éter isopropilico se obtuvieron cristales incoloros con pf. 172-173 °C. La subfraccién Ess-E47 (29
mg) se aplicd a una CCF preparativa, obteniéndose sitostenona (101, 9 mg) (Rf 0.42, n-hexano-
AcOEt, 85:15). Las substancias fueron identificadas mediante comparacion directa de sus

caracteristicas fisicas y espectroscépicas.

La Fraccion F (440 mg) se separdé mediante CC, empacada con silica gel y eluida con un
gradiente de n-hexano-AcOEt, obteniendose 35 eluatos. La subfraccion Fi2-Fig (64 mg) se aplico a
una CC empacada con silica gel y se eluyd con una mezcla de n-hexano- AcOEt de polaridad
creciente. Este procedimiento permitid la obtencién de un residuo que fue purificado mediante
cromatografia en placa preparativa, obteniéndose 19BH-lupeol (37, 19 mg) (Rf 0.40, n-hexano-

AcOEt, 85:15). En la subfraccion Fas-F29 se observé un sélido que fue filtrado y recristalizado de
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acetona-éter isopropilico, obteniéndose una mezcla de B-sitosterol (27) y estigmasterol (28, 72
mg) (Rf 0.26, n-hexano-AcOEt, 85:15).

De la fraccion H se obtuvo un sélido el cual fue purificado mediante recristalizacion con
una mezcla de metanol-CH.Cl,-eterdiisopropilico, obteniéndose un sélido blanco amorfo que fue
caracterizado mediante RMN H y por comparacién con una muestra auténtica como el B-D-
glucopirandsido de B-sitosterilo (95, 38 mg) (Rf0.31 (CH.Cl>-MeOH, 9:1)).

8.5.4. Croton glabellus

El extracto hexanico de las hojas de C. glabellus (201 g) se disolvié en hexano y se
adsorbio en silica gel 230-400 en una proporcion 1:1. Posteriormente, este sistema se sometié a
CC (650 g de silica gel, n-hexano, n-hexano-AcOEt y MeOH). Como consecuencia de la elucion
se obtuvieron 265 fracciones de 500 mL cada una, las mismas que fueron agrupadas de acuerdo a

su similitud cromatografica en CCF.

Cuando se unificaron las fracciones 24-36 se aisld un sdlido que es insoluble en hexano,
este solido se lavo con n-hexano frio y se lo identific6 como alcohol carnatilico (1-

tetratriacontanol, C34H700).

El residuo obtenido de las fracciones 37-55 (3.4 g) se adsorbio con la misma cantidad de
silice 230-400 y se aplico a una columna con 100 g de silice de las mismas caracteristicas. Se
utilizé como fase movil n-hexano y mezclas de n-hexano-AcOEt de polaridad creciente hasta 8:2.
Como resultado de este fraccionamiento secundario se obtuvieron 77 fracciones de 50 mL cada
una. De la subfraccion 32-52, se aislé una mezcla de B-sitosterol (27) y estigmasterol (28) en una

proporcion de 3.2:1.

La fraccion 101-118 (6.4 g) del fraccionamiento primario se sometié a una CC empacada
con 180 g de silica gel 230-400 y se eluyd con n-hexano y mezcla de n-hexano-acetato de etilo de
polaridad creciente hasta (1:1). Como resultado de este fraccionamiento secundario se obtuvieron
85 fracciones de 100 mL cada una. De la subfraccion 39-50 se obtuvo un sélido que se
recristalizé de acetona y posteriormente se lavo con n-hexano (frio). Este compuesto se identificd
como 6-O-acetilaustroinulina (69). De la subfraccion 56-65 se aislo otro sélido que se hizo el

mismo tratamiento, el cual se identificod como austroinulina (70).
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Finalmente, de la fraccion 181-214, del fraccionamiento primario del extracto hexanico de
C. glabellus, se obtuvo un sélido que fue identificado como B-D-glucopiranoésido de B-sitosterilo
(95).

8.6. Caracteristicas fisicas y espectroscopicas de los productos naturales

8.6.1. Palmitato de -amirilo (88)

Sélido blanco que forma cristales en forma de agujas finas.
Pf. 71-73 °C

IR (CHCls) vmax cm™: 4214.95, 3680.47, 3020.14, 2927.20, 2856.80, 2400.60, 1719.17, 1598.82,
1523.92, 1471.38, 1424.38, 1215.32, 1015.92, 928.99, 850.73, 758.70, 669.35, 626.75, 454.0

EMIE (70 eV) m/z (% ar) [Asig]: 664 (1) [M]*, 649 (1) [M - CHz']*, 409 (6) [M - C16H2102], 218
(100) [C16H26]", 203 (38) [C16H26 — CH3']*, 189 (19) [C16H26 — C2Hs5']*.

RMN 'H (CDCls, 300 MHz): & 5.18 (t, J = 3.9 Hz, H-12), 4.50 (dd, J = 9.2, 6.8 Hz, H-3), 2.29 (t,
J=75Hz, H-2"), 1.25 (s, H4’-13), 1.13 (s, CH3-27), 0.97 (s, CH3-26), 0.96 (s, CH3-25), 0.88 (m,
CH3-23, CHa-24, CH3-29, CH3-30, CH3-16"), 0.83 (s, CH3-28).

RMN 13C (CDCls, 75 MHz): & 173.7 (C-17), 145.2 (C-13), 121.6 (C-12), 80.5 (C-3), 55.2 (C-5),
475 (C-9), 47.2 (C-18), 46.7 (C-19), 41.7 (C-14), 39.8 (C-8), 38.2 (C-1), 37.7(C-4), 37.1 (C-22),
36.8 (C-10), 34.9 (C-21), 34.7 (C-2"), 33.3 (C-29), 32.5 (C-7), 32.5 (C-17), 31.9 (C-14"), 31.1 (C-
20), 29.7, 29.6, 29.4, 29.3, 29.2, 29.2, 28.4 (5°-13") , 28.0 (C-28), 26.9, 26.1 (C-12), 25.9 (C-27),
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25.2 (C-37), 23.7 (C-30), 23.6 (C-15"), 23.5 (C-11), 22.7 (C-2), 18.2 (C-6), 16.8 (C-26), 15.5 (C-
25), 14.1(C-16") [57, 58].

8.6.2. Palmitato de lupeilo (89)

Solido blanco que forma cristales en forma de agujas finas.
Pf. 74-76 ° C

IR (CHCIs) vmax cm™: 4214.62, 3675.73, 3019.98, 2928.61, 2861.53, 2400.46, 1716.81, 1601.17,
1522.04, 1473.74, 1423.99, 1215.43, 1018.28, 928.95, 850.73, 757.36, 669.40, 624.18, 454.28,
442.02.

EMIE (70 eV) m/z (% ar) [Asig]: 664 (19) [M]", 649 (4) [M-CH3']", 623 (1) [M-CsHs], 608 (3)
[M-CsHs]", 593 (1) [M-CsHi1]", 409 (27) [M*-Ci6H32027], 218 (47) [CisH26]", 189 (100)
[C1aH21]", 161 (35) [C12H17]F, 135 (57) [C1oH15]".

RMN 'H (CDCls, 300 MHz): & 4.67 (d, J = 2.5 Hz, H-29b), 4.55 (dc, J = 2.7, 1.5, 1.4, 1.4 Hz, H-
29a), 4.45 (dd, J = 9.2, 6.8 Hz, H-3), 2.35 (td, J = 11, 11, 5.7 Hz, H-19), 2.26 (t, J = 7.5 Hz, H-2"),
1.66 (s, CH3-30), 1.61 (H-4"), 1.25 (s, H-5"- H-13"), 1.01 (s, CH3-26), 0.92 (s, CH3-27), 0.86 (m,
CHs-16"), 0.84 (s, CH3-25), 0.82 (s, CH3-23, CHs-24), 0.77 (s, CH3-28).

RMN 13C (CDCls,75 MHz): & 173.7 (C-1°), 150.9 (C-20), 109.4 (C-29), 80.6 (C-3), 55.4 (C-5),
50.34 (C-9), 48.3 (C-18), 48.0 (C-19), 43.0 (C-17), 42.8 (C-14), 40.9 (C-8), 40.0 (C-22), 38.4 (C-
1), 38.1 (C-13), 37.8(C-4), 37.1 (C-10), 35.6 (C-16), 34.9 (C-2"), 34.2 (C-7), 34.9 (C-2), 34.2 (C-
7), 31.9 (C-14), 29.8-29.2 (C-4’- C-13°), 29.7 (C-21), 27.4 (C-15), 25.2 (C-3’), 25.1 (C-12), 23.7
(C-2), 22.7 (C-15°), 20.9 (C-11), 19.3 (C-30), 18.0 (C-28), 16.6 (C-24), 16.2 (C-25), 16.0 (C-26),
14.5 (C-27), 14.1 (C-16") [57, 59].
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8.6.3. Acetato de lupeilo (90)

Sélido blanco que forma cristales en forma de agujas finas.

Pf. 216-218°C

RMN H (CDCls, 300 MHz): & 4.67 (d, J = 2.5 Hz, H-29b), 4.55 (dc, J = 2.7, 1.5, 1.4, 1.4 Hz, H-
29a), 4.47 (dd, J = 9.2, 6.8 Hz, H-3), 2.37 (ddd, J = 11.0, 11.0, 5.7 Hz, H-19), 2.04 (s, J = 7.5 Hz,
CH3-2"), 1.69 (s, CH3-30), 1.03 (s, CH3-26), 0.94 (s, CH3-27), 0.86 (s, CH3-23), 0.85 (s, CH3-24),
0.84 (s, CH3-25), 0.79 (s, CH3-28).

RMN 13C (CDCls, 75 MHz): & 171.0 (C-17), 150.9 (C-20), 109.3 (C-29), 81.0 (C-3), 55.4 (C-5),
50.4 (C-9), 48.3 (C-18), 48.0 (C-19), 43.0 (C-17), 42.8 (C-14), 40.9 (C-8), 40.0 (C-22), 38.4 (C-
1), 38.1 (C-13), 37.8(C-4), 37.1 (C-10), 35.6 (C-16), 34.2 (C-7), 29.9 (C-21), 27.9 (C-23), 27.5
(C-15), 25.1 (C-12), 23.7 (C-2), 21.3 (C-2°), 21.0 (C-11), 19.3 (C-30), 18.2 (C-6), 18.0 (C-28),
16.5 (C-24), 16.2 (C-25), 16.0 (C-26), 14.5 (C-27) [60, 61].

8.6.4. Palmitato de 11-oxo-B-amirilo (91)

Solido blanco que forma cristales en forma de agujas finas.

Pf. 148 -150°C
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IR (CHClIs) vmax cm™: 4214.64, 3684.20, 3019.87, 2927.64, 2855.97, 2400.46, 1718.04, 1653.84,
1522.00, 1423.95, 1215.55, 1020.07, 928.95, 753.98, 669.30, 626.69, 450.29.

EMIE (70 eV) m/z (% ar) [Asig]: 678 (15) [M]*, 663 (3) [M — CH3'], 651, 557, 551, 523, 495,
464, 440, 423 (31) [M — C16H31027], 407 (21) [M — C16H3102" - CH3™ - H']*, 273 (87) [C19H290]",
232 (100) [C16H240]", 217 (20) [C16H240" - CH3']*, 175 (54) [C13H10]*.

RMN 'H (CDCls, 300 MHz): & 5.58 (s, H-12), 4.52 (dd, J = 11.4, 5.1 Hz, H-3), 2.36 (s, H-9), 2.29
(t, J = 7.5 Hz, H-2"), 1.62 (m, H-3"), 1.36 (s, CHa), 1.25 (s, H-4’- H-13"), 1.16 (s, CH3-28), 1.13
(s, CHs-25), 0.90 (s, CH3-27), 0.89 (s, CH3-23), 0.88 (s, CHs-24), 0.87 (s, CH3-30), 0.86 (s, CHa-
29).

RMN 13C (CDCls, 75 MHz): § 200.1 (C-11), 173.6 (C-1"), 170.5 (C-13), 128.1 (C-12), 80.3 (C-
3), 61.7 (C-9), 55.1 (C-5), 47.7 (C-18), 45.5 (C-14), 45.2 (C-19), 43.4 (C-8), 38.8 (C-1), 38.1 (C-
4), 37.0 (C-10), 36.6 (C-22), 34.9 (C-2), 34.5 (C-21), 33.1 (C-29), 32.8 (C-7), 32.4 (C-17), 31.9
(C-14%), 31.1 (C-20), 29.7, 29.6, 29.5, 29.4, 29.3, 29.2 (C-4* - C-13"), 28.8 (C-28), 28.1 (C-23),
26.5 (C-16), 26.4 (C-15), 25.2 (C-3"), 23.6 (C-2), 23.5 (C-30), 23.4 (C-27), 22.7 (C-15), 18.8 (C-
26), 17.4 (C-6), 16.8 (C-25), 16.4 (C-24), 14.1(C-16") [57, 58].

8.6.5. B-sitosterol (27)

Solido blanco que forma cristales en forma de agujas finas.
Pf. 131-133°C

RMN 'H (CDCls, 300 MHz): § 5.35 (1H, d, J = 5.2 Hz, H-6), 3.53 (1H, m, H-3), 1.01 (3H, s, H-
19), 0.92 (3H, d, J = 6.4 Hz, H-21), 0.85 (3H, t, J = 6 H-29), 0.84, 0.82 (2 CHs, d, J = 7.6 Hz, H-
26, H-27), 0.68 (3H, s, H-18).
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RMN 3C (CDCls, 75 MHz): § 140.9 (C-5), 121.9 (C-6), 72.0 (C-3), 56.9 (C-14), 56.2 (C-17),
50.3 (C-9), 46.0 (C-24), 42.5 (C-4), 42.4 (C-13), 39.9 (C-12), 37.4 (C-1), 36.7 (C-10), 36.3 (C-
20), 34.1 (C-22), 32.1 (C-7), 31.8 (C-2), 31.8 (C-8), 29.3 (C-25), 28.4 (C-16), 26.2 (C-23), 24.5
(C-15), 23.2 (C-28), 21.2 (C-11), 19.6 (C-26), 19.2 (C-19), 19.1 (C-27), 18.9 (C-21), 12.1 (C-29),
12.0 (C-18) [62].

8.6.6. Estigmasterol (28)

Solido blanco que forma cristales en forma de agujas finas.
Pf.131-133°C

RMN IH (CDCls, 300 MHz): & 5.35 (1H, d, J = 5.2 Hz, H-6"), 5.16 (1H, dd, J = 15.1, 8.4 Hz, H-
23%),5.02 (1H, dd, J = 15.0, 8.4 Hz, H-22"), 3.53 (1H, dddd, J = 10.6, 10.6, 4.6, 4.6 Hz, H-3), 1.03
(3H, s, CHs-21), 1.01 (3H, s, CHs-19), 0.85 (3H, s, CH3-26), 0.83 (3H, t, J = 6.8 Hz, CH3-29),
0.80 (6H, s, CH3-27, CH3-28), 0.70 (3H, s, CH3-18).

RMN 13C (CDCls, 75 MHz): § 140.9 (C-5), 138.5 (C-22), 129.4(C-23), 121.9 (C-6), 72.0 (C-3),
57.0 (C-14), 56.2 (C-17), 51.4 (C-24), 50.3 (C-9), 42.5 (C-4), 42.4 (C-13), 40.6 (C-20), 39.9 (C-
12), 37.4 (C-1), 36.7 (C-10), 32.1 (C-7, C-8, C-25), 31.8 (C-2), 29.1 (C-16), 25.6 (C-28), 24.5(C-
15), 21.4 (C-26), 21.3 (C-11, C-21), 19.6 (C-19), 19.1 (C-27), 12.4 (C-29), 12.2 (C-18) [63].

8.6.7. Cicloeucalenol (92)
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Sélido blanco amorfo
Pf. 105-110 °C

IR (CHCIs) vmax cm™: 4214.78, 3020.13, 2923.07, 2852.07, 2397.63, 1520.94, 1421.82, 1215.61,
1027.72, 928.61, 850.73, 757.40, 669.55, 470.79, 461.35, 442.47.

EMIE (70 eV) m/z (% ar) [Asig]: 426 (3) [M]*, 411 (4) [M-CHs]", 408 (6) [M-H20]*, 393 (5)
[M-CHa-H20]*, 340 (2) [CzsHao]".

RMN H (CDCls, 300 MHz): & 4.71 (1H, s, H-28a), 4.66 (1H, d, J =1.4 Hz, H-28a), 3.21 (1H,
ddd, J = 10.7, 9.1, 4.7, H-3), 2.23 (1H, dt, J =13.2, 7.0, 7.0, H-25), 2.13 (1H, ddd, J= 15.4, 9.5,
3.8, H-23), 1.03 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-27), 1.01 (1H, d, J = 2.2 Hz, H-26), 0.98 (1H, s, H-30), 0.97
(1H, s, H-18), 0.89 (1H, s, H-29), 0.38 (1H, d, J = 3.9 Hz, H-19b), 0.14 (1H, d, J = 4.1 Hz, H-
19a).

RMN 3C (CDCls, 75 MHz): § 156.9 (C-24), 105.91(C-28), 76.6 (C-3), 52.2 (C-17), 48.9 (C-14),
46.9 (C-8), 45.3 (C-13), 44.6 (C-4), 43.3 (C-5), 36.1 (C-20), 35.3 (C-15), 35.0 (C-22), 34.8 (C-2),
33.80 (C-25), 32.9 (C-12), 31.3 (C-23), 30.8 (C-1), 29.7 (C-10), 28.1 (C-16), 27.2 (C-19), 27.0
(C-11), 25.2 (C-7), 24.7 (C-6), 23.5 (C-9), 22.0 (C-26), 21.9 (C-27), 19.1 (C-29), 18.33 (C-21),
17.8 (C-18), 14.4 (C-30) [64].

8.6.8. 3B-palmitoiloxi-1p,11a-dihidroxi-olean-12-eno (93)
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Solido blanco que forma cristales en forma de agujas finas.
Pf. 222 — 224 °C

EMIE (70 eV) m/z (% ar) [Asig]: 678 (65) [M-H20]*, 663 (4) [M-H20-CH3]*, 423 (42) [M-H20-
Ci6H3102]", 422 (63) [M-H20-Ci6H3102-H]", 407 (29) [M-H20-Ci6H3102-CHs-H]", 255 (28)
[C16H3102]", 217 (100) [C16H25]".

RMN H (CDCls, 400 MHz): RMN 13C (CDCls, 100 MHz): Ver datos en la tabla N° 1 [65, 67].

8.6.9. 6’-Palmitoil-B-D-glucopiranésido de B-sitosterilo (94)

16™

0
o i
H3C-(HZC)1O-HZC-HZC-HZC-HZC%O

RMN *H (CDCls, 400 MHz): & 5.36 (1H, d, J = 4.2 Hz, H-6), 442 (1H, dd, J = 12.1, 5.4 Hz,
H6'D), 4.38 (1H, d, J = 7.7 Hz, H-1"), 4.28 (1H, dd, J = 12.1, 1.7, H-6"a), 3.58 (1H, dd, J = 8.7,
9.9 Hz, H-3"), 3.54 (1H, m, H-3), 3.39 (1H, d, J = 8.1 Hz, H-4"), 3.35 (1H, d, J = 8.5 Hz, H-2),
2.36 (1H, m, H-4b), 2.34 (2H, t, J = 7.6 Hz, H-2""), 1.86 (1H, d, J = 3.6 Hz, H-16b), 1.84 (1H, d, J
= 3.2 Hz, H-16a), 1.26 (bs, H-5""- 14), 1.00 (1H, s, H-22a), 1.00 (3H, s, H-19), 0.93 (m, H-9),
0.91 (3H, d, J = 6.4 Hz, H-21), 0.88 (3H, t, J = 7.1 Hz, H-167"), 0.84 (3H, t, J = 7.6 Hz, H-29),
0.83 (3H, d, J = 6.8 Hz, H-27), 0.81 (3H, d, J = 6.9 Hz, H-26), 0.68 (3H, s, H-18)

RMN 3C (CDCls, 100 MHz): § 174.72 (C-1""), 140.45 (C-5), 122.29 (C-6), 101.37 (C-1"), 79.78
(C-3), 76.19 (C-3"), 74.03 (C-5), 73.67 (C-2), 70.34 (C-4"), 63.48 (C-6), 56.91 (C-14), 56.26
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(C-17), 50.30 (C-9), 45.97 (C-24), 42.48 (C-13), 39.76 (C-12), 37,42 (C-1), 36,86 (C-10),
36,31(C-20), 32.09 (C-7), 32.01(C-14""), 29.90, 29.83, 29.75 (C-5""- 12”"), 29.39 (C-13"), 29.29
(C-47"), 28.40 (C-16), 26.27 (C-23), 24.45 (C-15), 23.21 (C-28), 22.85 (C-15""), 21.22 (C-11),
19.96 (C-27), 19.50 (C-19), 19.17 (C-26), 18.93 (C-21), 14.27 (C-167"), 12.12 (C-29), 12.00 (C-
18) [69].

8.6.10. B-D-Glucopiranosido de B-sitosterilo (95)

RMN H (CsDsN, 300 MHz): & 5.37 (1H, d, J = 4.2 Hz, H-6), 5.01 (1H, d, J = 7.5 Hz, H-1"), 4.61
(1H, dd, J = 11.7, 2.4 Hz, H-6’b), 4.45 (1H, dd, J = 11.7, 5.2 Hz, H6’a), 4.33 (1H, dd, J = 5.2, 3.6
Hz, H-3"), 4.10 (1H, m, H-4"), 4.02 (1H, m, H-2"), 1.05 (1H, d, J = 7 Hz), 1.01(3H, d, J = 6.5 Hz,
CH3-21), 0.95-0.87 (9H, CH3-26, CH3-27, CH3-29), 0.68 (3H, s, CH3-18).

RMN 3C (CsDsN, 75 MHz): & 141.4 (C-5), 122.4 (C-6), 79.1 (C-3), 57.3 (C-14), 56.7 (C-17),
50.8 (C-9), 46.5 (C-24), 43.0 (C-13), 40.4 (C-12), 39.8 (C-1), 38.0 (C-10), 37.4 (C-20), 36.9 (C-
22), 34.7 (C-7), 32.7 (C-8), 32.5 (C-2), 30.7 (C-25), 29.9 (C-16), 29.0 (C-23), 26.8 (C-15), 25.0
(C-28), 23.9 (C-11), 21.8 (C-26), 19.9 (C-19), 19.7 (C-27), 19.5 (C-21), 12.6 (C-29), 12.5 (C-18),
103.1 (C-1), 79.0 (C-3"), 78.5 (C-5'), 75.8 (C-2'), 72.2 (C-4"), 63.3 (C-6') [70].

8.6.11. Acetato de B-amirilo (96)




Sélido blanco que forma cristales en forma de agujas finas.

RMN *H (CDCls, 300 MHz): § 5.18 (1H, dd, J = 3.6, 3.6 Hz, H-12), 4.50 (1H, dd, J = 8.3, 7.3 Hz,
H-3a), 2.05 (3H, s, CH3-2"), 1.13 (3H, s, H-27), 0.969 (3H, s, H-26), 0.964 (3H, s, H-25), 0.875
(6H, s, H-29, H-30), 0.870 (3H, s, H-24), 0.866 (3H, s, H-23), 0.83 (3H, s, H-28), 0.79 (1H, m, H-
5).

RMN 13C (CDCls, 75 MHz): & 171.0 (C-1°), 21.3 (C-27), 145.2 (C-13), 121.6 (C-12), 80.9 (C-3),
55.2 (C-5), 47.5 (C-9), 47.2 (C-18), 46.7 (C-19), 41.7 (C-14), 39.8 (C-8), 38.8 (C-4), 38.6 (C-1),
37.1 (C-10), 36.9 (C-22), 34.7 (C-21), 33.3 (C-29), 32.6 (C-7), 32.5 (C-17), 31.1 (C-20), 28.4 (C-
28), 28.0 (C-23), 27.2 (C-2), 26.9 (C-16), 26.1 (C-15), 25.9 (C-27), 23.7 (C-30), 23.5 (C-11), 18.3
(C-6), 16.8 (C-26), 16.7 (C-25), 15.5 (C-24) [60, 71, 72].

8.6.12. 19BH- lupeol (37)

RMN H (CDCls, 300 MHz): & 4.69 (1H, d, J = 2.4 Hz, H-29b), 4.57 (1H, dd, J = 2.6, 1.4 Hz, H-
29a), 3.19 (1H, dd, J =11.0, 5.2 Hz, H-3), 2.38 (1H, ddd, J = 10.9, 10.8, 5.5 Hz, H-19), 1.92 (1H,
m, H-21b), 1.68-166 (7H, m, H-1b, H-12b, H-13a, H-15b, CH3-30), 1.58 (1H, m, H-2b), 1.40 (1H,
dd, J = 9.3, 1.6 Hz, H-22b), 1.25 (1H, s, H-9), 1.03 (3H, s, CHs-26), 0.97 (3H, s, CH3-23), 0.94
(3H, s, CH3-27), 0.83 (3H, s, CH3-25), 0.79 (3H, s, CHs-28), 0.76 (3H, s, CHs-24), 0.68 (1H, d, J
= 8.6 Hz, H-5).

RMN 8C (CDCls, 75 MHz): & 151.0 (C-20), 109.3 (C-29 ), 79.0 (C-3), 55.3 (C-5), 50.4 (C-9),
48.3 (C-18), 48.0 (C-19), 43.0 (C-17), 42.8 (C-14), 40.8 (C-8), 40.0 (C-22), 38.8 (C-4), 38.7
(C-1), 38.0 (C-13), 37.1 (C-10), 35.6 (C-16), 34.2 (C-7), 29.8 (C-21), 29.7 (C-23), 28.0 (C-15),
27.4 (C-2), 25.1 (C-12), 20.9 (C-11), 19.3 (C-30), 18.3 (C-6), 18.0 (C-28), 16.1(C-25), 16.0 (C-
26), 15.4 (C-24), 14.5 (C-27) [73].
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8.6.13. 3- amirina (97)

RMN H (CDCls, 300 MHz): §5.18 (1H, t, J = 3.6 Hz, H-12), 3.22 (1H, dd, J = 10, 6 Hz, H-3a),
1.13 (s, H-27), 0.998 (s, H-23), 0.966 (3H, m, H-26), 0.936 (3H, m, H-25), 0.87 (6H, s, H-29, H-
30), 0.866 (3H, s, H-23), 0.83 (3H, s, H-28), 0.79 (3H, s, H-24), 0.68 (1H, d, J =8.9 Hz, H-5).

RMN 33C (CDCls, 75 MHz): § 145.2 (C-13), 121.7 (C-12), 79.0 (C-3), 55.3 (C-5), 47.6 (C-9),
47.2 (C-18), 46.8 (C-19), 41.7 (C-14), 39.8 (C-8), 38.8 (C-4), 38.6 (C-1), 37.1 (C-10), 36.9 (C-
22), 34.7 (C-21), 33.3 (C-29), 32.6 (C-7), 32.5 (C-17), 31.1 (C-20), 28.4 (C-28), 28.1 (C-23), 27.2
(C-2), 26.9 (C-16), 26.1 (C-15), 26.0 (C-27), 23.7 (C-30), 23.5 (C-11), 18.3 (C-6), 16.8 (C-26),
15.6 (C-25), 15.5 (C-24) [71, 72].

8.6.14. epi-Taraxerol (98)

Pf. 268-270 °C

RMN *H (CDCls, 300 MHz): 5 5.52 (1H, dd, J = 8.1, 3.4 Hz, H-15), 3.40 (1H, dd, J = 2.6, 2.6 Hz,
H-3), 1.09 (3H, s, H-26), 0.95 (6H, s, H-25, H-29), 0.94 (3H, s, H-24), 0.91 (6H, s, H-27, H-30),
0.86 (3H, s, H-23), 0.82 (3H, s, H-28).
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RMN 22C (CDCls, 75 MHz): 5 158.16 (C-14), 116.74 (C- 15), 76.24 (C-3), 49.25 (C-9), 49.25 (C-
5), 48.93 (C-18), 41.23 (C-7), 39.16 (C-8), 38.04 (C-10), 37.71 (C-4), 37.71 (C-16), 37.52 (C-13),
36.67 (C-19), 35.11 (C-17), 35.11 (C-22), 33.75 (C-12), 33.35 (C-29), 33.10 (C-21), 32.24 (C-1),
29.94 (C-30), 29.82 (C-28), 28.82 (C-20), 28.21 (C-23), 26.07 (C- 26), 25.06 (C-2), 22.19 (C-24),
21.25 (C-27), 18.75 (C-6), 17.45 (C-11), 15.24 (C-25) [74].

8.6.15. Taraxerol (43)

Pf. 273-275 °C

RMN H (CDCls, 300 MHz): & 5.53 (1H, dd, J = 8.2, 3.2 Hz, H-15), 3.20 (1H, dd, J = 10.7, 4.9
Hz, H-3), 2.03 (1H, dt, J = 12.5, 2.8 Hz, H-7a), 1.92 (1H, dd, J = 14.7, 2.9 Hz, H-16a), 1.09 (3H,
s, H-26), 0.98 (3H, s, H-23), 0.95 (3H, s, H-29), 0.93 (3H, s, H-25), 0.91 (3H, s, H-27), 0.90 (3H,
s, H-30), 0.82 (3H, s, H-28), 0.80 (3H, s, H-24).

RMN 13C (CDCls, 75 MHz): 5 158.08 (C-14), 116.9 (C-15), 79.08 (C-3), 55.51 (C-5), 49.27 (C-
9), 48.73 (C-18), 41.31 (C-19), 38.95 (C-8), 38.75 (C-17), 37.98 (C-4), 37.71 (C-12), 37.55 (C-
10), 36.77 (C-13), 36.66 (C-1), 35.10 (C-16), 33.34 (C-21), 33.34 (C-29), 33.08 (C-22), 29.91 (C-
28), 29.81 (C-27), 29.69 (C-7), 28.79 (C-20), 27.98 (C-23), 27.12 (C-2), 25.90 (C- 26), 21.30 (C-
30), 18.78 (C-6), 17.49 (C-11), 15.42 (C-24), 15.42 (C-25) [75].

8.6.16. 3-Ox0-21aH-hop-22(29)-eno (25, moretenona)
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Solido blanco que forma cristales en forma de aguja.
Pf. 218 °C

RMN H (CDCls, 400 MHz): § 4.70 (1H, dc, J = 2.8, 1.4 Hz, H-29b), 4.68 (1H, d, J = 2.4, 0.8 Hz,
H-29a), 2.51 (1H, ddd, J = 15.6, 10.1, 7.4 Hz, H-2a), 2.40 (1H, ddd, J = 15.6, 7.4, 4.4 Hz, H-2b),
2.25 (1H, ddd, J = 11.9, 10.2, 7.1 Hz, H-21), 1.93 (1H, ddd, J = 13.1, 7.4, 4.3 Hz, H-1a), 1.85 (1H,
m, H-20a), 1.68 (3H, dd, J = 1.5, 0.8 Hz, H-30), 1.32 (1H, m, H-5), 1.08 (3H, s, H-23), 1.04 (1H,
m, H-17), 1.03 (3H, s, H-24), 1.02 (3H, s, H-26), 0.95 (3H, d, J = 0.9 Hz, H-27), 0.94 (3H, d, J =
0.9 Hz, H-25), 0.69 (3H, d, J = 1.1 Hz, H-28).

RMN 13C (CDCls, 100 MHz): & 218.09 (C-3), 148.11 (C-22), 109.49 (C-29), 54.87 (C-5), 53.87
(C-17), 49.74 (C-9), 48.83 (C-13), 47.87 (C-21), 47.37 (C-4), 44.20 (C-18), 42.33 (C-14), 41.67
(C-8), 40.20 (C-19), 39.59 (C-1), 36.85 (C-10), 34.19 (C-2), 32.67 (C-7), 27.35 (C-20), 26.59 (C-
23), 23.93 (C-12), 21.60 (C-11), 21.12 (C-24), 20.84 (C-16), 19.77 (C-6), 19.67 (C-30), 16.50 (C-
26), 15.77 (C-25), 15.17 (C-28) [76, 77].

8.6.17. Acido 3-acetilaleuritdlico (62)

Sélido blanco

Pf: > 300 °C

RMN H (CDCls, 300 MHz): & 5.52 (1H, dd, J = 8.0, 3.5 Hz, H-15), 4.46 (1H, dd, J = 10.5, 5.5
Hz, H-3a), 2.37 (1H, dd, J = 14.5, 8.0 Hz, H-16a), 2.28 (1H, dd, J = 14.0, 2.5 Hz, H-18), 2.04
(3H, s, OCO-CHs), 1.97 (1H, ddd, J = 12.5, 3.5, 3.0 Hz, H-7a), 1.93 (1H, dd, J = 14.5, 3.5 Hz, H-
16B), 0.957 (3H, s, H-26), 0.953 (3H, s, H-25), 0.939 (3H, s, H-29), 0.922 (3H, s, H-30), 0.915
(3H, s, H-27), 0.88 (3H, s, H-24), 0.85 (3H, s, H-23).
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RMN 13C (CDCls, 75 MHz): § 183.5 (-COOH), 170.9 (-OCO-CHs), 160.6 (C-14), 116.8 (C-15),
80.9 (C-3), 55.6 (C-5), 51.4 (C-17), 49.1 (C-9), 41.5 (C-18), 40.8 (C-7), 39.0 (C-8), 37.9 (C-10),
37.7 (C-4), 37.4 (C-13), 37.3 (C-1), 35.4 (C-19), 33.7 (C-21), 33.3 (C-12), 31.9 (C-29), 31.4 (C-
16), 30.7 (C-22), 29.7 (C-15), 29.3 (C-20), 28.6 (C-30), 27.9 (C-23), 26.1 (C-26), 23.5 (C-2), 22.4
(C-27), 21.3 (OCO-CHs), 18.7 (C-6), 17.3 (C-11), 16.6 (C-24), 15.6 (C-25) [78].

8.6.18. 16p3,17-dihidroxi-ent-kauran-3-ona (99)

RMN 'H (CDCls, 400 MHz): & 3.49 (1H, d, J = 10.8 Hz, H-17a), 3.41 (1H, d , J = 10.8 Hz, H-
17h), 2.48 (2H, dd, J = 8.6, 6.3 Hz, H-2), 2.11 (1H, ddd, J = 3.2, 3.2, 2.8 Hz, H-13), 2.05 (1H, m,
H-1a), 2.04 (1H, m, H-11a), 1.94 (1H, dd, J = 12.3, 1.9 Hz, H-7a), 1.82 (1H, m, H-12a), 1.59 (1H,
m, H-11b), 1.55 (1H, m, H-12b), 1.48 (2H, m, H-14), 1.45 (2H, m, H-15), 1.45 (2H, m, H-6), 1.44
(1H, m, H-1b), 1.43 (2H, m, H-9), 1.22 (1H, d, J = 8.6 Hz, H-5), 1.09 (3H, s, H-20), 1.08 (3H, s,
H-18), 1.07 (1H, m, H-7h), 1.03 (3H, s, H-19).

RMN 3C (CDCls, 100 MHz): § 218.2 (C-3), 79.7 (C-16), 69.8 (C-17), 55.6 (C-5), 54.3 (C-9),
52.2 (C-15), 47.1 (C-4), 43.3 (C-8), 40.8 (C-6), 40.6 (C-13), 39.3 (C-1), 38.5 (C-10), 37.8 (C-7),
34.0 (C-2), 27.3 (C-18), 26.6 (C-12), 21.2 (C-14), 20.9 (C-19), 19.3 (C-11), 17.6 (C-20) [79, 80].

8.6.19. Lupenona (100)




RMN 'H (CDCls, 400 MHz): & 4.63 (1H, d, J= 2.4 Hz, H-29b), 4.50 (1H, dd, J = 2.6, 1.4 Hz, H-
29a), 2.35 (1H, m, H-19), 1.62 (3H, s, H-30), 1.50 (1H, s, H-2b), 1.37 (1H, s, H-11), 1.00 (3H, s,
CH3-26), 0.96 (6H, s, CH3-23, CH3-27), 0.81 (3H, s, CH3-25), 0.79 (3H, s, CH3-24), 0.73 (3H, s,
CH;3-28).

RMN 3C (CDCls, 100 MHz): & 218.4 (C-3), 151.1 (C-20), 109.6 (C-29), 55.1 (C-5), 49.9 (C-9),
48.4 (C-18), 48.1 (C-19), 47.5 (C-4), 43.2 (C-17), 43.1 (C-14), 40.9 (C-8), 40.1 (C-22), 39.8 (C-
1), 38.3 (C-13), 37.0 (C-10), 35.7 (C-16), 34.3 (C-2), 33.7 (C-7), 29.9 (C-21), 27.6 (C- 15), 26.8
(C-23), 25.3 (C-12), 21.6 (C-11), 21.2 (C-24), 19.8 (C-6), 19.5 (C-30), 18.2 (C-28), 16.1 (C-25),
15.9 (C- 26), 14.6 (C-27) [81].

8.6.20. Sitostenona (101)

RMN 'H (CDCls, 400 MHz): & 5.72 (1H, s, H-4), 1.18 (3H, s, H - 19), 0.92 (3H, d, J = 8 Hz, H-
21), 0.85 (3H, s, H-29), 0.83 (3H, d, J = 4 Hz, H-26), 0.81 (3H, s, H-27), 0.71 (3H, s, H-18).

RMN 2C (CDCls, 100 MHz): § 199.9 (C-3), 171.9 (C-5), 123.9 (C-4), 56.7 (C-1), 56.2 (C-14),
56.0 (C-17), 54.0 (C-9), 45.97 (C-24), 42.5 (C-13), 39.8 (C-12), 38.8 (C-10), 36.3 (C-20), 35.8 (C-
8), 34.1 (C-22), 34.0(C-7), 33.1 (C-6), 32.2 (C-2), 29.3 (C-23), 28.4 (C-16), 26.2 (C-25), 24.3 (C-
15), 23.21 (C-28), 21.2 (C-11), 19.97 (C-27), 19.2 (C-19), 18.9 (C-21), 17.54 (C-26), 12.1 (C-18,
C-29) [82, 83].

8.6.21. Tonantzitlolona (38)
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Ver los datos de RMN 'H y 13C en la tabla N° 2.

8.6.22. 6-0O-Acetilaustroinulina (69)

Sélido blanco.
IR (CHCls, Cm’l) vmax: 3580 (O-H), 3031, 3008 (C=C-H), 2932, 2875(C-H), 1726 (C=0), 1253
(C-0), 1641, 1592, 975 y 909 (C=C).

RMN H (CDCls, 400 MHz): § 6.87 (1H, ddd, J = 17.2, 10.8, 0.8 Hz, H-14), 5.45 (1H,t, J = 7.2
Hz, H-12), 5.20 (1H, dd, J = 17.2, 0.8 Hz, H-15a), 5.14 (1H,d, J = 10.0 Hz, H-6a), 5.11 (1H, dd, J
= 10.8, 0.8 Hz, H-15b), 3.47 (1H, d, J = 10 Hz, H-7b), 2.48 (1H, ddd, J = 15.6, 5.6, 1.2 Hz, H-
11a), 2.23 (1H, dt, J = 16.0, 6.4, Hz, H-11b), 2.13 (3H, s, H-2"), 1.79 (3H, d, J = 1.2 Hz, H-16),
1.62 (1H, dtd, J = 12.8, 3.6, 1.6 Hz, H-1a), 1.53 (1H, ddt, J = 13.2, 7.2, 3.6 Hz, H-2a), 1.405 (1H,
d, J = 11.6 Hz, H-5b), 1.402 (1H, dt, J = 14.8, 4.0 Hz, H-2b), 1.39 (1H, t, J = 4.4, H-9b), 1.34 (1H,
dddt, J = 13.6, 8.4, 3.2, 1.6 Hz, H-3a), 1.233 (1H, dd, J = 12.8, 4.4 Hz, H-3b), 1.232 (3H, s, H-17),
1.02 (3H, s, H-18), 0.97 (3H, s, H-20), 0.88 (3H, s, H-19).

RMN 13C (CDCls, 100 MHz): & 171.8 (C-17), 133.6 (C-12), 133.2 (C-14), 131.0 (C-13), 113.8 (C-
15), 83.7 (C-7), 76.9 (C-8), 73.2 (C-6), 59.2 (C-9), 56.5 (C-5), 43.4 (C-3), 39.8 (C-1), 39.4 (C-10),
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36.0 (C-18), 33.3 (C-4), 22.8 (C-11), 22.2 (C-19), 21.8 (C-2), 19.9 (C-16), 19.5 (C-17), 18.0 (C-
2), 16.8 (C-20) [54].

8.6.23. Austroinulina (70)

RMN H (CDCls, 400 MHz): & 6.87 (1H, ddd, J = 17.2, 10.8, 0.8 Hz, H-14), 5.45 (1H, t, J = 7.2,
H-12), 5.20 (1 H, dd, J = 17.2, 0.8, H-15a), 5.11 (1H, dd, J = 10.0, 2.4, H-15b), 3.64 (1H, J = 10.9,
9.5 Hz, H-6), 3.38 (1H, d, J = 9.5 Hz, H-7), 2.49 (1H, dtd, J = 15.6, 5.6, 1.2, H-11a), 2.23 (1H, dt,
J=16,6.4, H-11b), 1.80 (3H, d, J = 1.6, H-16), 1.63 (1H, dtd, J = 12.8, 3.6, 1.6, H-1a), 1.53 (1H,
dtd, J = 13.2, 7.2, 3.6, H-2a), 1.41 (1H, d, J = 11.6, H-5b), 1.40 (1H, dt, J = 14.8, 4.0, H-2b), 1.39
(1H, J = 4.4, H-9b), 1.35 (1H, dddt, J = 13.6, 8.5, 3.2, 1.6, H-3a), 1.19 (3H, s, H-17), 1.17 (3H, s,
H-18), 1.01 (3H, s, H-20), 0.94 (1H, td, J = 13.4, 4.4, H-1b), 0.91 (3H, s, H-18).

RMN 3C (CDCls, 100 MHz): § 133.7 (C-12), 133.4 (C-14), 131.0 (C-13), 113.7 (C-15), 85.0 (C-
7), 77.1 (C-8), 71.7 (C-6), 59.6 (C-9), 57.3 (C-5), 43.4 (C-3), 39.9 (C-1), 39.1 (C-10), 36.4 (18),
33.8 (C-4), 22.8 (C-11), 22.1 (C-19), 19.9 (C-16), 19.4 (C-17), 18.2 (C-2), 16.9 (C-20) [54].

8.7. Preparacion, propiedades fisicas y espectroscopicas de los derivados semisintéticos
8.7.1. Preparacion de derivados de la 1p-hidroxifriedelina (76)

A una solucion de 76 (50 mg, 0.11 mmol) en THF-H>O (3:0.1 mL) se adicioné NaBH4 (9.41 mg,
0.25 mmol) y se mantuvo en agitacion constante a reflujo. Después de completada la reaccién (3
h), se agregd agua destilada (3 mL) y la mezcla se agito durante 5 min a temperatura ambiente. La
mezcla de reaccion se extrajo con CH.Cl> (3 x 10 mL), las fases organicas se reunieron, se
secaron con Na»SO4 anhidro y se concentraron a presion reducida en rotavapor. EI material crudo
fue purificado por CCG (n-hexano/AcOEt, 8:2) obteniéndose 82 (47.8 mg, 95.2 %) [54].
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RMN H (CDCls, 300 MHz): & 4.48 (1H, sa, H-1), 3.87 (1H, d, J = 2.8 Hz, H-3), 2.64 (1H, d, J
=7.0 Hz, OH-1), 2.32 (1H, d, J = 6.0 Hz, OH-3), 2.21 (1H, ddd, J = 14.5, 2.8, 2.8 Hz, H-2a), 1.76
(1H, ddd, J = 13.0, 3.5, 3.0 Hz, H-6a), 1.69 (1H, ddd, J = 15.0, 3.5, 3.0 Hz, H-2b), 1.32 (1H, sa, H-
4), 1.28 (3H, s, H-24), 1.29 (3H, s, H-25), 1.17 (3H, s, H-28), 1.04 (3H, d, J = 7.0 Hz, H-23), 1.03
(3H, s, H-26), 1.00 (3H, s, H-29), 0.99 (3H, s, H-27), 0.94 (3H, s, H-30), 0.88 (1H, sa, H-10).

RMN 13C (CDCls, 75 MHz): 5 74.1 (C-3), 68.4 (C-1), 61.8 (C-10), 53.8 (C-8), 49.5 (C-4), 44.4
(C-6), 42.8 (C-18), 41,9 (C-2), 39.7 (C-13), 39.3 (C-22), 38.4 (C-9), 38.1 (C-14), 37.9 (C-5), 36.1
(C-16), 35.5 (C-11), 35.3 (C-19), 35.0 (C-30), 32.8 (C-21), 32.4 (C-15), 32.1 (C-28), 31.8 (C-29),
30.5 (C-12), 30.0 (C-17), 28.2 (C-20), 20.0 (C-26), 19.4 (C-25), 18.7 (C-27), 18.4 (C-24), 17.8 (C-
7), 12.0 (C-23).

En un matraz bola de dos bocas (10 mL), se colocd el compuesto 82 (7.5 mg), previamente
preparado a partir de 76 [54]. Al matraz se le adiciono piridina anhidra (1.0 mL) y cloruro de
benzoilo (0.5 mL). La mezcla de reaccion se dejo bajo agitacion constante a temperatura ambiente
durante 72 h. La formacién de los productos se monitore6 por CCF. Después del procesamiento
usual de la mezcla de reaccion, el residuo se purificd por una columna cromatografica, utilizando
como sistema de elucién n-hexano-AcOEt. Del proceso cromatografico se obtuvo el derivado
1B,3pB-dibenzoiloxifriedelano (102) (5.6 mg, 50.6%). El compuesto 82, asi como también los otros
derivados semisintéticos, preparados a partir de la 1p-hidroxifriedelina segin lo informado por

Reyes y col. [54], fueron evaluados con respecto a su actividad antiinflamatoria.

93



RMN 'H (CDCls, 300 MHz): & 7.92 (2H, dd, J = 8.3, 1.2 Hz, H-2a, H-6a), 7.86 (2H, dd, J = 8.3,
1.2 Hz, H-2b, H-6b), 7.44 (1H, m, H-4a), 7.40 (1H, m, H-4b), 7.26 (2H, dd, J = 7.6, 7.6 Hz, H-3a,
H-5b), 7.20 (2H, dd, J = 7.8, 7.8 Hz, H-3b, H-5b), 5.83 (1H, sa, H-1), 5.28 (1H, sa, H-3), 1.62
(3H, s, H-24), 1.17 (3H, s, H-28), 1.14 (3H, s, H-25), 1.03 (3H, s, H-26), 1.01 (3H, s, H-29), 0.98
(3H, s, H-27), 0.95 (3H, s, H-30), 0.91 (3H, d, J = 7.0 Hz, H-23).

RMN 3C (CDCls, 75 MHz): § 166.5 (C=0-3), 166.1 (C=0-1), 132.6 (C-4b), 132.5 (C-4a), 130.6
(C-6b), 130.5 (C-6a), 129.6 (C-2b), 129.5 (C-2a), 128.1 (C-3b, C-5b), 128.0 (C-3a, C-5a), 127.3
(C-1b), 126.3 (C-1a), 73.4 (C-3), 68.8 (C-1), 60.9 (C-10), 53.9 (C-8), 48.5 (C-4), 43.6 (C-6), 42.8
(C-18), 39.6 (C-13), 39.3 (C-22), 38.5 (C-14), 37.9 (C-9), 37.7 (C-5), 36,5 (C-2), 36.0 (C-16),
35.3 (C-19), 35.3 (C-11), 35.0 (C-30), 32.8 (C-21), 32.4 (C-15), 32.1 (C-28), 31.8 (C-29), 30.3 (C-
12), 30.0 (C-17), 28.2 (C-20), 20.1 (C-26), 19.1 (C-27), 18.8 (C-25), 18.1 (C-7), 14.1 (C-24), 11.7
(C-23).

8.7.2. Preparacion del aldehido derivado de 19BH-lupeol (103)

En un matraz bola de una boca (20 mL), se coloco el compuesto 37 (410 mg) y se disolvio con p-
dioxano (10 mL). El sistema se agitdé durante 5 min y se adicioné SeO2 (200 mg), previamente
sublimado. Después de 12 h de reflujo, la solucién se pasé sobre celita la cual fue tratada con una
solucion de KOH al 2.5%. Finalmente, se realizo una extraccion liquido-liquido con CHCIs y la
fase organica se lavd con agua hasta pH neutro. El producto resultante se purific6 mediante
cromatografia capa fina preparativa. Se obtuvo el aldehido derivado de 19B8H-lupeol (103, 169

mg, 40% de rendimiento). Se evalud la actividad antiinflamatoria y citotoxica del compuesto 103.
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RMN 'H (CDCls, 300 MHz): § 9.51 (1H, s, H-30), 6.28 (1H, s, H-29b), 5.90 (1H, s, H-29a), 3.17
(1H, dd, J = 10.8, 5.2 Hz, H-3), 2.75 (1H, ddd, 11.0, 10.9, 5.6 Hz, H-19), 2.14 (1H, m, H-21b),
1.72 (1H, dd, J = 13.4, 4.6 Hz, H-15p), 1.67 (1H, d, J = 3.6 Hz, H-13), 1.01 (3H, s, H-26), 0.96
(3H, s, H-23), 0.92 (3H, s, H-27), 0.818 (3H, s, H-28), 0.813 (3H, s, H-25), 0.75 (3H, s, H-24),
0.66 (1H, d, J = 9.1 Hz, H-5).

RMN 13C (CDCls, 75 MHz): § 195.0 (C-30), 157.2 (C-20), 133.1 (C-29), 79.0 (C-3), 55.3 (C-5),
51.2 (C-18), 50.3 (C-9), 43.3 (C-17), 42.7 (C-14), 40.8 (C-8), 40.0 (C-22), 38.9(C-4), 38.7 (C-1),
37.8 (C-13), 37.2 (C-10), 35.4 (C-16), 34.3 (C-7), 32.6 (C-21), 28.0 (C-23), 27.7 (C-12), 27.41 (C-
2), 27.37 (C-15), 21.0 (C-11), 18.3 (C-6), 17.8 (C-28), 16.1 (C-25), 16.0 (C-26), 15.4 (C-24), 14.4
(C-27).
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9. CONCLUSIONES Y COMENTARIOS FINALES

» A partir de las partes aéreas de S. nitidum se caracterizaron los compuestos triterpénicos
19BH-lupeol (37), palmitato de B-amirilo (88), palmitato de lupeilo (89), acetato de lupeilo
(90), palmitato de 11-oxo-B-amirilo (91), 3B-palmitoiloxi-1p,11a-dihidroxi-olean-12-eno
(93), acetato de PB-amirilo (96) y B-amirina (97), y los esteroles [-sitosterol (27),
estigmasterol (28), cicloeucalenol (92), 6’-palmitoil-p-D-glucopiranésido de B-sitosterilo (94)
y B-D-glucopiranosido de [-sitosterilo (95). EI compuesto 93 presenta mayor actividad
antiinflamatoria entre los compuestos bioevaluados obtenidos de esta especie, y constituye un
nuevo producto natural.

> De Sebastiania longicuspis se aislaron los triterpenos moretenona (25), taraxerol (43), &cido
acetilaleuritolico (62), 3-epi-taraxerol (98) y 16p,17-dihidroxi-ent-kauran-3-ona (99).

» Los triterpenos 37, lupenona (100), los esteroles 27, 28, 95 y sitostenona (101), y el diterpeno
macrociclico tonantzitlolona (38), se aislaron de Sapium macrocarpum. Es la primera ocasién
que se informa la presencia del compuesto 38 en el género Sapium, lo cual resulta relevante,
considerando que es un metabolito secundario relativamente infrecuente en la naturaleza, sélo
presente (hasta ahora) en especies euforbiaceas. Este diterpeno ha mostrado recientemente
bioactividad en contra del virus de chikungunya y como agente antitumoral [95, 96].

> Del extracto hexanico de las partes aéreas de Croton glabellus se aislaron los esteroles 27, 28
y 95, y los diterpenos 6-O-acetilaustroinulina (69) y austroinulina (70). Estas ultimas
substancias presentan una actividad antiinflamatoria moderada.

> EIl andlisis de la variacion de la actividad biolégica con las modificaciones estructurales
realizadas a partir del 1B-hidroxifriedelina (76), permite concluir que la presencia del
hidroxilo en la posicion 1B- del anillo A del friedelano es fundamental para que se manifieste
la actividad antiinflamatoria.

La investigacion quimica de los productos naturales (definidos estos como las substancias
presentes en organismos vivos) puede llevarse a cabo de acuerdo varios criterios, como el
taxonémico, etnomeédico, ecologico, quimico, entre otros [97]. Considerando el gran nimero de
especies vegetales aun por analizar quimicamente en el mundo, en este trabajo se llevé a cabo el
estudio de tres euforbidceas no estudiadas previamente (el cual aporta conocimiento sobre la

estructura de sus metabolitos secundarios, con el fin de abordar las propiedades e interacciones
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bioldgicas [98]), siguiendo la aproximacion taxondmica, dada la gran abundancia y variedad de
especies de la familia Euphorbiaceae.

Aunque la morfologia es la parte fundamental de las clasificaciones taxonomicas, es
reconocida la relacién que existe entre ciertos tipos de productos naturales (acetogeninas,
terpenoides, alcaloides, fenilpropanoides) y su ubicacion taxondmica (relaciones
quimiotaxonomicas). A pesar de las innumerables diversificaciones que cada uno de los diferentes
tipos de productos naturales puedan tener debido a las variaciones ecogeograficas y ontologicas,
éstas son susceptibles de racionalizarse de acuerdo al conocimiento de su biosintesis y del papel

ecologico que desempefian [99, 100].

Las especies Sapium macrocarpum, Sebastiania longicuspis y Sapium nitidum pertenecen a la
subtribu Hippomaninae, tribu Hippomaneae, subfamilia Euphorbioideae de la familia
Euphorbiaceae [101]. Al considerar los resultados obtenidos en este trabajo sobre las relaciones
del contenido metabdlico entre estas especies, puede proponerse una representacion esquematica
de este contenido, donde se observa que hay similitud en ciertos metabolitos secundarios entre las
especies, pero también existen diferencias. Las tres especies coinciden en la presencia de esteroles

y triterpenos.

Sapium Sebastiania
macrocarpum P . .
ongicuspis
Sapium D: Diterpenos
nitidum T: Triterpenos

E: Esteroles
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Espectro 27. RMN H (CDCls, 300 MHz) mezcla de 19BH-lupeol (37) y B-amirina (97) (9:1)
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Espectro 51. RMN 13C (CDCls, 100 MHz) de 6-O-acetilaustroinulina (69)
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Tonantzitlolone A and other cytotoxic constituents of Sapium macrocarpum
(Euphorbiaceae)

Fernando Novillo,? Verénica Rosero,? Maria Isabel Chavez,* Simén Herndndez-Ortega,* Esteban M.
Martinez,® Guillermo Delgado**

! Instituto de Quimica, Universidad Nacional Autdnoma de México. Circuito Exterior, Ciudad
Universitaria. Coyoacan 04510. Ciudad de México, México. delgado@unam.mx ; tel.: +5255-
5622-4446

2 Facultad de Ciencias Quimicas, Universidad Central del Ecuador. Francisco Viteri s/n y Gato
Sobral. Quito-Ecuador.

3 Instituto de Biologia, Universidad Nacional Auténoma de México, Ciudad Universitaria.
Coyoacan 04510. Ciudad de México, México.

Abstract: Sapium macrocarpum (Euphorbiaceae) is a tropical tree located mainly in the southern part of
Mexico and in Central America, and it is used in the Mayan traditional medicine for the treatment of
several skin diseases. The dichloromethane-MeOH extract of the aerial parts displayed cytotoxic activity
against certain cancer cell lines. Lupeol (1), lupenone (2), sitostenone (3), B-sitosterol (4), stigmasterol
(5), sitosteryl B-D-glucopyranoside (6) and the rare diterpene tonantzitlolone A (7) were characterized
from this extract. The structural analysis allowed the *H NMR reassignments for H-12a and H-12p, and
for H-13a and H-13p of tonantzitlolone A (7). The cytotoxic activity of compounds 1-3, 6 and 7 was
evaluated against selected cancer cell lines. Compounds 3, 6 and 7 displayed clear activity against K562
(leukemia). This is the first report on the chemical constituents of S. macrocarpum, and points out that
this species is an additional source of tonantzitlolone A. Compound 7 has only been reported previously
from species of the Stillingia, Sebastiania and Sapium genera, which belong to the Hippomaninae subtribe
of the family Euphorbiaceae.

Keywords: sitostenone; diterpenes; flexibilane; Euphorbiaceae; NMR reassignments, cytotoxicity.

Resumen: Sapium macrocarpum (familia Euphorbiaceae) es un arbol localizado en la parte central de
México y en Sudameérica, el cual es usado en la medicina tradicional Maya para el tratamiento de diversas
enfermedades de la piel. El extracto de diclorometano-metanol de las partes aéreas de esta especie mostrd
actividad inhibitoria de la proliferacion de ciertas células cancerosas humanas. Lupeol (1), lupenona (2),
sitostenona (3), B-sitosterol (4), estigmasterol (5), B-D-glucopirandsido de sitosterilo (6) y el diterpeno
relativamente raro tonantzitlolona A (7) fueron caracterizados de este extracto. El analisis estructural de la
tonantzitlolona A (7) permiti6 la reasignacion de las sefiales de RMN 'H de H-120 y H-128, y de H-13a.y
H-13p. La actividad citotdxica de los compuestos 1-3, 6 y 7 fue evaluada frente a las lineas celulares
cancerosas selectas. Los compuestos 3, 6 y 7 mostraron actividad clara contra K562 (leucemia). Este es el
primer reporte sobre los constituyentes quimicos de S. macrocarpum, encontrando que esta especie
constituye una fuente adicional de tonantzitlolona A. ElI compuesto 7 ha sido aislado de los géneros
Stillingia, Sebastiania y Sapium, los cuales pertenecen a la subtribu Hippomaninae de la familia
Euphorbiaceae.

Palabras clave: sitostenona; diterpenos; flexibilano; Euphorbiaceae; reasignaciones de RMN,
citotoxicidad.
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Introduction

Sapium is a cosmopolitan genus of the Euphorbiaceae plant family which includes 23
accepted names of species, consolidated from 254 former names of synonyms. Several species of
this genus have been used in traditional medicine in several parts of the world for treating wounds,
snake bites, and skin-related diseases, among other ailments [1,2]. From Sapium species collected
in Asia, phenolic compounds were identified as constituents of S. insigne [3,4], S. sebiferum [5,6];
phorbol esters were identified as secondary metabolites of S. indicum [7,8] and S. insigne [3,9];
and the alkaloid bukittinggine and triterpenes were identified as constituents of S. baccatum [10-
12]. Among species collected in the American continent, terpenoids have been isolated from S.

rigidifolium [13] and S. haematospermum [14], and coumarins from S. sebiferum [15].

S. macrocarpum is a tree native mainly to the southern part of Mexico and Central America. It
is used in Mayan traditional medicine to cure skin infections, and particularly, for treating warts
[16]. It has not been chemically analyzed previously, but some phytotoxic compounds have been
isolated from an endophytic fungus of this species [17]. Here we report the chemical constituents
isolated from an extract of the aerial parts of S. macrocarpum, which displayed cytotoxicity in
selected tumor cell lines. We identified tonantzitlolone A (7), an uncommon diterpene with a
flexibilane skeleton, together with a series of known compounds, and determined their

cytotoxicities.

Results and Discussion

The 3C NMR spectrum of compound 1 showed 30 signals which were defined by DEPT
experiments. The results showed seven methyl groups, eleven methylenes (one vinylic
methylene), six methines (one oxymethine), and six quaternary carbons. The *H NMR spectrum
displayed six singlets for methyl groups between o1 1.03 and 6n 0.76, and one methyl group at 6n
1.68; the latter signal belonged to an isopropenyl fragment, consistent with the presence of the
vinylic methylene mentioned above. These NMR data were identical to those reported for lupeol
(1) [18], and a direct comparison with an authentic sample confirmed its structure. The less polar
fractions of the chromatogram provided a white solid. Its 3C NMR spectrum also displayed 30
signals that included a carbonyl group of a ketone (6c 218.40) and signals with chemical shifts
similar to those for 1, but did not show the oxymethine observed for 1 (6c 79.02). The EIMS
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showed a molecular ion at m/z 424 in agreement with the molecular formula CsoHssO. The *C
NMR data and its physical constants were identical to those reported for lupenone (2), confirming
its structure [19]. Four structurally related compounds were isolated, whose *H and **C NMR data
indicated the presence of four tertiary methyls, three secondary methyls and one primary methyl,
characteristic for phytosterols. Sitostenone (3) [20,21], B-sitosterol (4), stigmasterol (5) [22] and -
sitosteryl B-D-glucopyranoside (6) [23] were characterized. The identities of these compounds
were confirmed by comparing their *H and **C NMR data and their physical constants with those

published in the literature, and with authentic samples available in our laboratory.

The molecular formula of C26H40O7 for metabolite 7, was established from the analysis of its
NMR and EIMS data. The 3C NMR spectra (Table 1) exhibited 26 carbon signals, which
comprised seven methyl groups (three tertiary, two secondary, one primary and one vinylic), four
methylenes, nine methines (four bonded to oxygen, three olefinic, and two aliphatic), and six non-
protonated carbons (two carbonyls, one olefinic, one aliphatic, one bonded to oxygen, and one
bonded to two oxygens). The presence of a methyl senecioate fragment (CsHgO-) was established
by the *C and *H NMR signals assigned (by HMBC analysis) to an ester carbonyl (5c 166.58)
bonded to the olefinic methine (8¢ 113.86, 61 5.70) of a trisubstituted double bond (6¢ 162.97),
having an ethyl (8¢ 33.88, 61 2.17; dc 11.83, 8 1.07) and a methyl group (dc 18.99, 64 2.16) as
the other substituents. Therefore, this compound was a diterpene with five degrees of unsaturation
bonded to a methyl senecioate fragment. The presence of a B,y-unsaturated-a-methyl ketone
fragment was deduced from the *3C and *H NMR signals of a ketone (8¢ 211.30) bonded to a
methine (dn 3.34, according to HMBC correlation), which was further linked to a methyl group
(6c 16.00, 61 1.12, HMBC and COSY correlations) and to a trans disubstituted double bond (d¢
126.81, 81 5.24; 8¢ 140.07, 81 5.86). In addition, the remaining *H and 3C NMR signals,
particularly those for two aliphatic methylenes, three oxymethines, and one hemiketal carbon,
were consistent with the presence of a 6-lactol and a tetrahydrofuran in the diterpene skeleton. The
NMR data were almost identical to those reported for tonantzitlolone (7, named so after the Aztec
goddess Tonantzin, by Dr. X. A. Dominguez), a metabolite previously isolated from Stillingia
sanguinolenta, an endemic plant used traditionally in northern Mexico [24]. However, a number
of inconsistencies in the reported *H NMR assignments were detected, particularly those for the
H-12a and H-12p, and the H-13a and H-13p [25-27]. The correct assignments are shown in Table
1. These assignments were based on the analysis of the coupling constants between the hydrogens
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of the tetrahydrofuran ring, which indicated that the observed Ji24,13 = 0 (not informed in
references 24-27) was in agreement with the E> arrangement of the conformational itinerary of an
oxolane ring [28]. Consequently, some reported NOESY correlations should also be corrected
according to the new assignments. For instance, the NOESY crosspeak between H-14 (61 3.77)
and the signal at 61 2.45 informed by Lima [26], was not detected, instead, a correlation between
H-14 and H-13p (dn 1.77) was clearly observed. Some minor inconsistencies were due to the use
of different numbering systems for the macrocycle, in addition to the fact that one of the first
structures published was later corrected [29]. Selected relevant NOESY correlations are illustrated
in the X-ray structure depicted in Figure 1(a), since the conformation determined by X-ray
analysis (vide infra) was in agreement with the H-H dihedral angles deduced from the Ju.1 tH
NMR coupling constants. Some fragments of this compound were previously synthesized [30], the
total synthesis has also been completed [24,31], and its absolute configuration has been

established [32], as depicted in formula 7.

4 R=H
5 R=H; A2
6 R =p-D-Glcp
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Table 1. *H (400 MHz) and *C NMR (100 MHz) data of 7 (5 in ppm, J in Hz, CDCls)

Position On, m J (Hz) Oc NOESY HMBC (H-> O)
1 5.86, d J1215.2 140.07 13a, 3,17 C2, C3, C14,
C15, C17
2 5.24,dd J1215.2, J239.6 126.81 16,3,5 C3, 4, C15
3 3.34, dq J239.6, [3206.8 49.53 20 C1, C2,C4, C20
4 211.30
5 4.63,dd J560 12, J5682.9 74.14 63,7 C4, Co6
6a 1.39, ddd Jea6p 13.5, Jea,7 13.0 28.82 19, 68 C5, C8, C19
6B 1.85, ddd Jeg7 3.2 19, 6a, 5,7
7 2.34, dddq ]782.6, ]719 6.9 29.05 5,8,603,19 Ce6, C19
8 4.90, d J782.6 73.17 10,7, 19 Ce, C19, C9
9 97.14
10 343,s 78.20 12, 8, 18 9, C12, C18
11 87.65
12a 2.45,dd Jr2a12 12.5, J120,13a 37.35 1263, 13a, 10 C13,C18
7.5, J12a133 0.0
128 1.54, ddd Ji2p138 7.5 18, 133, 12a
13 2.05, dddd J13a,138 12.5, J128,13a 28.06 136, 12a, 1 C12
12.5, 130,14 12.5
138 1.77,ddd Ji2g138 7.5, Ji2a,138 0.0 17,123, 13, 14
J1314 5.0
14 3.77,dd 88.89 133, 16,17, C1, C12, C13,
123, 18 C1e, C17
15 38.73
16 1.14, s 25.09 17, 14, 2,0H-9 C1, C14, C15,
C17
17 091, s 25.44 16,133, 14 C1, C14, C15,
C16
18 1.38, s 28.11 123, 10, OH-9 C10, C11, C12
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19 0.85,d J7196.9 17.01 7, 6P, b Ce, C7, C8

20 1.12,d, J320 6.8 16.00 3 C2, C3, C4
1 ; 166.58 -
4 5.70, q, Joe 1.2 113.86 5,4 c4, C6’
3 - 162.97 -
¥ 217, q, Jus 7.2 33.88 5 C2,C5, C6’
5 1.07, t Jus 7.7 11.83 & 4
6 2.16,d, Jre 1.2 18.99 5 C2, 4
OH-9 5.66, s - 5,10,18 C8, C9, C10
OH-10 3.10, s - - -

An X-ray analysis of compound 7 confirmed the molecular connectivity and the absolute
configuration. In addition, we could identify two intramolecular hydrogen bonds: one between
OH-9 and the tetrahydrofuranic oxygen, and the second between OH-10 and the pyranyl oxygen
(Figure 1(b)). On the basis of these findings, the structure of 7 could be considered to have some
rigidity, which further supported the observed *H-'H NMR coupling constants, consistent with the
conformation of the metabolite in the solid state. The absolute configuration for this compound
was the same as that obtained for a compound isolated from Stillingia lineata (Euphorbiaceae) in
the search of antichikunguya agents; and thus, compound 7 was renamed by Grondin et al. as
tonantzitlolone A [27], since Kirshning et al. previously characterized an structural variant with
difference in the ester side chain, named tonantzitlolone B [25].
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(a) (b)

Figure 1. (a) Selected NOESY correlations of tonantzitlolone A (7) using the drawing
derived of the X-ray analysis. (b) X-ray crystal structure of tonantzitlolone A (7)
indicating the intramolecular hydrogen bonds (by broken lines).

The inhibitory activities of the extract of Sapium macrocarpum and of compounds 1-3, 6, and
7 were tested against U251, PC-3, K562, HCT-15, MCF-7, and SKLU-1 human tumor cell lines
using the protein-binding dye sulforhodamine B (SRB) microculture assay to measure cell growth
[33]. The results revealed that the extract (at 50 ug / mL) and the assayed compounds (at 50 uM)
displayed differential activity (Table 2). Lupeol (1) exhibited clear activity against PC-3 cells, and
all the natural compounds (1-3, 6 and 7) were active against the leukemia cell line (K562). 3-
Sitosteryl B-D-glucopyranoside (6) displayed the highest activity in the K562 cell line (77% of
inhibition), consistent with results with other leukemia cells (CEM/ADR5000) [34]. However,
evaluations of these pure compounds against other tumor cell lines indicated inhibitory activities
below 40%. Sitostenone (3) was previously reported to possess anti-proliferation and anti-
tyrosinase activities in melanoma cells [35]. The activities displayed by tonantzitlolone A (7) were
similar to those reported previously for tonantzitlolones B-F [36]. Recently, tonantzitlolone A (7)
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was identified as a potent anti-tumor agent in renal cancer cells as a PKC activator [37], and as a

cytostatic compound on tumor cells, inducing monoastral half-spindle formation [38].

Table 2. Cytotoxic activities (% of inhibition) of the extract and isolated products from S.
macrocarpum (50 ug / mL for the extract, 50 uM for pure compounds, DMSO as
vehicle).

Human tumor cell lines

Sample U251 PC-3 K562 HCT-15 MCF-7 SKLU-1

CHCl,-MeOH

175 59.8 96.5 45.3 39.5 44.6
(1:1) Extract

1 27.3 50.7 48.8 104 22.3 13.0

2 8.3 121 53.2 9.1 8.2 28.9

3 1.5 184 66.1 2.8 11.6 25.9

6 119 326 77.0 12.6 2.6 27.7

7 29.2 36.8 64.5 32.1 38.1 27.6

Etoposide 2 91.1> 51.4° 60.2° 80.8° 56.8° 81.7¢

2 Positive control. ® Concentration at 10puM. ¢ Concentration at 31pM

Conclusion

In our search for bioactive natural products, we found that the extract of S. macrocarpum
(collected in the State of Chiapas, Mexico), a plant used in Mayan traditional medicine for the
treatment of warts [16], displayed inhibitory activity toward some cancer cell lines. This species
had not been previously analyzed, and in the present chemical investigation we characterized
compounds 1-7. The *H NMR analysis of the secondary metabolite 7 allowed the reassignments of
the tetrahydrofuran hydrogens. Tonantzitlolone A (7) was previously isolated from a Mexican
population of Stillingia sanguinolenta (collected in the State of Nuevo Ledn) [25], and later from
Sebastiania macrocarpa (from the Brazilian State of Ceard) [26], and from Stillingia lineata (from

La Reunion Island, Indian Ocean, France) [27]. The cytotoxic evaluations of the chemical
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constituents showed activity and selectivity for some cell lines, although the extract displayed in
some cases higher activity, may be due to synergistic interactions. The best cytotoxicities were
found with tonantzitlolone A (7) and sitostenone (3), which showed clear activity against a
leukemia cell line. The cytotoxicity results for tonantzitlolone A (7) were comparable to those
found for tonantzitlonones B-F in a previous study [36]. It is interesting to note that flexibilane
diterpenes have been characterized from Stillingia, Sebastiania and Sapium species; all these
genera belong to the Hippomaninae subtribe, tribe Hippomaneae, subfamily Euphorbioideae of the

family Euphorbiaceae [39].

Experimental

General Experimental Procedures

Analytical TLC was carried out on precoated silica gel 60 F2s4 sheets (Merck), and revealed
with cerium ammonium sulfate (1%) in sulfuric acid 2N. For preparative chromatography (PLC)
were used glass plates (20 x 20 cm) on precoated silicagel 60 F2s4, 2mm (Merck). Column
chromatography (CC) was performed using silica gel (230-400 mesh). All solvents were dried and
distilled before use. Melting points were determined on a Fisher Johns apparatus (Cole Parmer)
and are uncorrected. *H (400 MHz), 3C (100.0 MHz), and 2D NMR spectra (in CDCls) were
obtained on Bruker Avance Il NMR 400 spectrometer. Chemical shifts were expressed in parts
per million () relative to TMS as internal standard. EIMS were taken in a JEOL JMS-AX 505
HA. Analysis by X-ray diffraction was performed using a Bruker D8 Venture automatic
diffractometer with a CCD area detector at 173(2) K using Helios multilayer mirror Cu Ka
radiation (A = 1.54178A).

Plant material, extraction and isolation

The aerial parts of S. macrocarpum Muill. Arg. was collected in Arriaga district, in the state of
Chiapas, Mexico, in 2007. Prof. Esteban M. Martinez identified the plant material and a voucher
specimen (39273 Esteban M. Martinez) was deposited in the collection of the National Herbarium
(MEXU), Instituto de Biologia, UNAM.
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Aerial parts of S. macrocarpum (leaves and branches, 1.1 kg) were dried, powdered and extracted
three times at room temperature with a mixture of CH>Cl,—methanol (1:1), and a residue (41 g)
was obtained after evaporating the solvent under reduced pressure. Part of this residue (38 g) was
adsorbed in a 1:1 mixture of celite and silica gel (30 g) and chromatographed over a silica gel
column eluted with hexane—EtOAc mixtures of increasing polarity, yielding 130 eluates which
were joined in eight main fractions (A-H), according TLC analyses. Fraction D (124 mg) was
subjected to column chromatography over silica gel with hexane—EtOAc gradient system, to give
a fraction that was further purified by preparative TLC eluted with a mixture of hexane-EtOAc
(85:15), yielding lupenone (2, 15 mg). (Rf 0.69, hexane-EtOAc, 85:15). EIMS m/z (% rel): 424
(M7, 6), 355 (4), 313 (4), 245 (3), 232 (4), 205 (100), 189 (30), 109 (60), 95 (58), 69 (45), 67 (47).
'H NMR (CDCls, 400 MHz): § 4.63 (1H, d, J = 2.4 Hz, H-29b), 4.50 (1H, dd, J = 2.6, 1.4 Hz, H-
29a), 2.35 (1H, m, H-19), 1.62 (3H, s, H-30), 1.50 (1H, s, H-2b), 1.37 (1H, s, H-11), 1.00 (3H, s,
CH3-26), 0.96 (6H, s, CH3-23, CHs-27), 0.81 (3H, s, CHs-25), 0.79 (3H, s, CHs-24), 0.73 (3H, s,
CH3-28). 3C NMR (CDCls 100 MHz): & 218.4 (C-3), 151.1 (C-20), 109.6 (C-29), 55.1 (C-5),
49.9 (C-9), 48.4 (C-18), 48.1 (C-19), 47.5 (C-4), 43.2 (C-17), 43.1 (C-14), 40.9 (C-8), 40.1 (C-
22), 39.8 (C-1), 38.3 (C-13), 37.0 (C-10), 35.7 (C-16), 34.3 (C-2), 33.7 (C-7), 29.9 (C-21), 27.6
(C- 15), 26.8 (C-23), 25.3 (C-12), 21.6 (C-11), 21.2 (C-24), 19.8 (C-6), 19.5 (C-30), 18.2 (C-28),
16.1 (C-25), 15.9 (C-26), 14.6 (C-27).

Fraction E (170 mg) was subjected to silica gel column chromatography using a hexane-
EtOAc gradient to afford 92 fractions. Subfractions E27-Eso (20 mg) were combined and subjected
to preparative TLC to yield tonantzitlolone A (7, 8 mg) as colorless crystals (from acetone). Rf
0.59 (hexane-EtOAc, 85:15), mp 172-173 °C. EIMS m/z (% rel): 464 (M", 25), 446 (29), 364 (12),
350 (10), 180 (25), 126 (25), 97 (100), 69 (65). 'H NMR (CDCl3,400 MHz) and **C NMR
(CDCl3,100 MHz), see Table 1. Subfractions Ess-E47 were combined and the residue (29 mg) was
subjected to preparative TLC to yield sitostenone (3, 9 mg). Rf 0.42, hexane:EtOAc 85:15. *H
NMR (CDCl3, 400 MHz): & 5.72 (1H, s, H-4), 1.18 (3H, s, H - 19), 0.92 (3H, d, J = 8 Hz, H-21),
0.85 (3H, s, H-29), 0.83 (3H, d, J = 4 Hz, H-26), 0.81 (3H, s, H-27), 0.71 (3H, s, H-18). 1*C NMR
(CDCl3, 100 MHz): 8 199.91 (C-3), 171.9 (C-5), 123.9 (C-4), 56.7 (C-1), 56.2 (C-14), 56.0 (C-17),
54.0 (C-9), 45.97 (C-24), 42.5 (C-13), 39.8 (C-12), 38.8 (C-10), 36.3 (C-20), 35.8 (C-8), 34.1 (C-
22), 34.0(C-7), 33.1 (C-6), 32.2 (C-2), 29.3 (C-23), 28.4 (C-16), 26.2 (C-25), 24.3 (C-15), 23.21
(C-28), 21.2 (C-11), 19.97 (C-27), 19.2 (C-19), 18.9 (C-21), 17.54 (C-26), 12.1 (C-18, C-29).
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Fraction F (440 mg) was rechromatographed over silica gel using hexane-EtOAc elution
system to obtain 35 eluates. Subfractions Fi.-F1g (64 mg) were combined and rechromatographed
over silica gel eluting with hexane-EtOAc gradient system, and some fractions were joined and
further purified by preparative TLC to yield lupeol (1, 19 mg). Rf 0.40 (hexane-EtOAc, 85:15).
From subfractions F2s-F29 was obtained a solid that was characterized by 'H NMR as a 4.3:1
mixture of B-sitosterol (4) and stigmasterol (5) (72 mg), Rf 0.26, hexane-EtOAc, 85:15. Sequential
recrystallizations from acetone-di-isopropyl ether-hexane allowed the purification of the
compounds.

From fraction H was obtained a solid which was purified by repeated recrystallizations from
methanol-CH.Cl,-di-isopropyl ether, affording a white amorphous solid that was characterized by
its spectroscopic constants and by chromatographic comparison with an authentic sample as -
sitosteryl-pB-D-glucopyranoside (6, 38 mg). Rf 0.31, CH2Cl>-MeOH, 9:1 [23].

Cytotoxicity Assay

The cytotoxicity of pure compounds was determined against a number of tumor cells by
proliferation assay using the colorimetric method of the sulforhodamine B (SRB, protein binding
dye). Cell lines of human tumors, central nervous system (U251), prostate (PC-3), leukemia
(K562), colon (HCT-15), breast (MCF-7) and lung (SKLU) were provided by the National Cancer
Institute (USA). Colored solutions were extracted and optical densities were read on an Ultra
Reader of Microplate (Elx 808, Bio-Tek Instruments, Inc.) at wavelength of 515 nm.

X-ray crystallographic analysis of 7

X-ray structural analysis was achieved on a Bruker D8 Venture automatic diffractometer with
a CCD area detector at 173(2) K using helios multilayer mirror Cu Ka radiation (A = 1.54178A).
The structure was solved by direct methods and refined by full-matrix least-squares on F? using
the program SHELXS-2014 (Bruker, 2014). The crystal data can summarized as follows:
empirical formula C26H4007; formula weight 464.58 amu; colorless prism, crystal system
orthorhombic, crystal size 0.278 x 0.175 x 0.098 mm, space group P 2121 21, Z=4,a=
10.1588(2) A, b =10.2763(2) A, ¢ = 25.2894(6) A, V = 2640.08(10) A3, D caica 1.171 Mg/m?;
F(000) = 1012; u = 0.681 mpt; 19338 collected reflections (3.49° < 0 < 68.27°), -11<=h<=12, -
12<=k<=7, -30<=I<=30; 4827 independent reflections (Rint = 0.0615); goodness-of-fit on F? is
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1.148, final R indices for | > 2¢(1), R1 = 0.066, wR2 = 0.174, R indices for all data Ry = 0.0777,
WR2 = 0.1873; refining 331 parameters and 83 restraints; the largest difference peak and hole was
0.359 and -0.232 e.A"%; completeness to & (25.24°) 99.8%, absorption correction was not applied.
Selected crystallographic data are available as supplementary material of this article. Complete
crystallographic data were deposited at the CCDC, deposition number 1432773. These data can be

obtained free of charge via http://www.ccdc.cam.ac.uk/conts/retrieving.html.
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