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Ces travaux de thése concernent I’étude phytochimique de deux plantes médicinales
et plus particulierement deux espéces que ’on trouve dans la zone des Andes
Vénézuéliennes : Zanthoxylum rhoifolium LAM (Rutaceae) et Bulnesia arborea Cl. Gay
(Zygophyllaceae). L’intérét d’étudier ces espeéces a été guidé par la grande diversité de
composés 1solés antérieurement et par les activités pharmacologiques précédemment
décrites, aussi bien pour le genre Zanthoxylum que pour la famiile Zygophylilaceae.

@) Zanthoxylum rhoifolium LAM (Rutaceae)

Avec pres de 250 espéces distribuées dans les régions chaudes et tropicales du
monde, principalement en Afrique, en Amérique du Nord et du Sud, en Asie et en
Australie, Zanthoxylum est le genre le plus abondant dans la famille des Rutaceae. Au
Venezuela, 22 espéces de Zanthoxylum ont été répertoriées et elles sont largement
distribuées dans tout le pays.

Le genre Zanthoxylum est trés connu dans la médecine populaire pour ses propriétés
curattves; certaines de ses espéces sont surtout utilisées par les populations autochtones, qui
vivent dans des zones ou ces plantes abondent, pour soulager et calmer, entre autres choses,
les rages de dents, la toux, la diarrhée, les douleurs liées a Paudition, les vomissements et
les douleurs d’estomac dues a des vers intestinaux. Il a également été démontré que
certaines especes possédent des propriétés pharmacologiques d’intérét parmi lesquelles
figurent des activités antitumorales, antileucémiques, antimicrobiennes {(de Moura ef al,
1997 ; Nissanka ef al.,, 2001), antibactériennes (Abreu et al., 2003a,b), anti-HIV (Cheng ef
al., 2005), antipaludiques (Jullian et al, 2006 ; Kirira et al, 2006), antifongiques
(Bafi-Yeboa ef al,, 2005), ameebicides, anti-giardiases (Arrieta e/ al, 2001), trypanocides
(Ferreira ef al,, 2007), anti-leishmaniennes (Ahua ef al, 2007) ou encore une utilisation
comme répulsif anti-moustique (Das et al., 2003). Les extraits de ces plantes du genre
Zanthoxylum sont utilisés commercialement comme colorants pour les tissus (Cuca e/ al.,
1998) et comme épices piquantes dans certaines recettes de cuisine (Xiong ef ai., 1995). Du
point de vue de la phytochimie, le genre Zanthoxylum a été largement étudié depuis le
début du XX™ siecle ; plusieurs espéces ont ainsi été explorées en raison de la grande

variété de squelettes structuraux présents dans la famille Rutaceae et de la diversité des
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métabolites secondaires (alcaloides, amides, lignanes, flavonoides, terpénes...)
biosynthétisés par ces especes végétales.

Notre étude phytochimique a été réalisée sur les feuilles fraiches de Zanthoxylum
rhoifolium LAM (Rutaceae) que nous avons soumises a des extractions successives,
réalisées a chaud a 'aide d’un appareil Soxhlet (Natori ez al., 1981), avec des solvants de
polarité croissante (hexane, acétone et méthanol) jusqu’a “épuisement” du matériel végétal
(Natori et al., 1981). L’extrait acétonique (52,30 g), préalablement absorbé sur gel de silice,
a ensuite €té soumis a un processus de fractionnement et de séparation en utilisant plusieurs
techniques chromatographiques sur gel de silice, sur support Sephadex® LH-20 et sur
couche préparative (Coll & Bowden, 1986 ; Henke, 1995 ; Mikes, 1979 ; Natori et al.,
1981; Simpson, 1976 ; Sjovall ef o/ 1968 ; Snyder & Kirkland, 1974 ; Stahl 1969). Cette
étude a conduit a isolement et a I’identification d’un nouvel alcaloide monoterpénique de
type quinoline, la 7-O-néryl-7-hydroxy-2-quinolone o zathoxyfoline [1], d’un sesquiterpéne
de type ylangane, 1f-hydroxy-f-ylangane [2], d’un diterpéne de la série des labdanes, le
13(8)-8a-13-époxylabd-14-éne [3] et d'un composé aromatique méthoxylé, le
4,6-diméthoxybenzofurane [4]. Ces structures chimiques ont été élucidées grace a ’analyse
des spectres RMN (RMN-="H, RMN-"C, HSQC, COSY, HMBC et NOESY), infrarouge et
de masse.

Composés isolés a partir de I’extrait acétonique des feuilles de Z. rhoifolium,

LT
| (0] %\% @)
(1}

[2]
Q/
B
~o e
[3] (4]
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b) Bulnesia arborea Cl. Gay (Zygophyllaceae)

Le genre Bulnesia est endémique d’ Amérique du Sud et appartient a la famille des
Zygophyllaceae. Au Venezuela, cette famille est représentée seulement par quatre genres
(Bulnesia, Guaiacum, Kallstroemia et Tribulus) qui sont distribués dans les zones arides et
seches du territoire national (Lasser, 1971). Le genre Bulnesia est constitué de neuf especes
réparties dans deux sous-genres, Gonopterodendron et Bulnesia (Comas et al., 1998), mais
tres peu d’études phytochimiques ont été décrites jusqu’ici.

Certains genres appartenant a la famille Zygophyllaceae sont connus pour leurs
activités pharmacologiques et ethnobotaniques. Dans le genre Fagonia par exemple,
I’extrait eau/éthanol (60:40) de F. mollis, qui contient un mélange de saponines, a montré
des activités anti-inflammatoire et antipyrétique, ainsi qu’un faible effet analgésique
(Melek et al., 1996). Dans la médecine traditionnelle chinoise, Tribulus terrestris est
utilisée pour le traitement du “mal d’oeil”, des cedémes, des douleurs abdominales, du
vitiligo, pour traiter un foie abimé, les douleurs de poitrine, la mammite, la conjonctivite,
les maux de téte et les vertiges ; des activités anti-hypertensive, antimicrobienne, diurétique
et stimulante de la spermatogenese ont également éte décrites (Wang et al., 1997 ; Wu ef
al., 1999). Les parties aériennes de Zygophyllum gaetulum ont aussi de nombreuses
utilisations traditionnelles dans la médecine marocaine, notamment comme agent
antispasmodique, anti-eczéma, pour le traitement du diabete, de 1’estomac et des douleurs
hépatiques (Bellakhadar ef al,, 1991). 1l en est de méme pour Z. decumbens, dont I’extrait
aqueux 3 montré des propriéiés hypotensives, des activités antipyretigue, spasmolytique et
diurétique, ainsi qu’un effet anesthésique local (Polimann e al., 1998). Comme mentionné
précedemment, il p’gxiste que peu d’¢tudes phytochimiques du genre Bulnesia, mais depuis
le milieu du XX™ siécle, la famille des Zygophyllaceae a fait ’objet de nombreuses
études ; ces dernicres ont montré que ces planies biosynthétisent des métabolites
secondaires majoritaires variés parmi lesquels figurent des alcaloides, des terpenes, des
flavonoides, mais aussi des saponines triterpéniques et stéroidiques.

Nos travaux sur les feuilles et les tiges de Bulnesia arborea ont été basés sur la
méthodologie mise au point pour I’obtention des saponines (Haddad et al, 2004ab ;
Acharya et al., 2008) puisque la famille Zygophyllaceae est connu pour sa richesse en ce

type de composés. Le matériel végétal, une fois séché et broyé, a ainsi été soumis a une
xiv



extraction au reflux d’un mélange méthanol/eau (70:30), pendant approximativement 50
minutes, avant d’étre filtré et évaporé sous vide. Le résidu a ensuite ét¢ extrait a quatre
reprises au n-butanol saturé en eau afin d’obtenir I’extrait butanolique.

b.1) Feailles de Bulnesia arborea

L’étude phytochimique que nous avons réalisée sur les feuilles de B. arborea a

conduit & la séparation et & !'identification d’une nouvelle lactone sesquiterpénique

glycosylée que nous avons appelée le bulnéarboréanoside 1 [5] et de deux nouvelles
saponines de la série ergostane © le 3,21-bis[O-B-D-glucopyranosyil-ergosta-5,24(28)-

diéno-(34,11a,21,26)-tétrol [6] et le 1la-acétyl-38-0-B-D-xylosyl-23-O-3-D-rhamnosyl-

ergosta-524(28)-diéno-34, 11,21 26-tétrol [7]. Ces structures chimiques ont €té élucidécs
grice aux analyses spectroscopiques RMN (spectres RMN-'H et RMN-"C, expériences
COSY, HSQC, HMBC TOCSY et ROESY).

Composés isolés a partir des feuilles de B. arborea.
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b.2) Tiges de Bulnesia arborea

Nos travaux ont permis d’isoler trois nouvelles sanonines triterpéniaues [8-10] 3

partir des tiges de B. arborea. 11 s’agit du 3f,24-dihydroxyoléan-12-én-28-oate de B-D-
galactopyranosyle [8], du 3-O-[{B-D-xylosyl-(1—3)-B-D-ghicopyranosyl}-38,24-dihydroxy-
30-nor-oléan-12,20(29)-dién-28-cate de B-D-glucopyranosyle [9] et du 38,24-dihydroxy-
30-ror-olédano-12,20(29)-dién-28-catc de B-D-glucopyranosyle [18]. Ces structures
chimiques ont ét¢ élucidées grace a une combinaison des techniques d’analyse
spectroscopique TR ¢t RMN (spectres RMN-'11 et RMN-C, expériences JISQC, COSY,

HMBC, TOCSY et ROESY).

' 3

Conposés iselés a partir des tiges de B. arboreq.
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RESUMEN

El estudio fitoquimico de las hojas de Zanthoxylum rhoifolium (Rutaceae),
proporciond el aislamiento del nuevo alcaloide: Zanthoxyfolina, ademas de tres nuevos
compuestos reportados por primera vez para el género: el 1B-hidroxi-f-ylangeno, el 6xido
de 8,13-¢pi-manoil 14-eno y el 4,6-dimetoxibenzofurano. Conjuntamente, el primer
estudio fitoquimico realizado a la especie Bulnesia arborea (Zygophyllaceae), la cual,
condujo el aislamiento, de las hojas, una nueva lactona sesquiterpénica glicosilada:
bulnearboreanosido 1, dos nuevas saponinas de la serie del ergostano 3, 21-bis[O-B-D-
glucopirandsilo] de ergosta- 5,24 (28)-dieno-(38,110,21,26)- tetrol y 11a- acetil3B-O-D-
xilosil-23-0O- B-D- ramnosil- ergosta- 5,24(28)- dieno-3pB, 11a, 21, 26-tetrol y de los tallos,
tres nuevas saponinas de la serie del oleanano: 3,24-dihidroxiolean-12-en-28-oato de
B-galactopiranosilo, 3-O-[B-xilosil(1—3)glucopiranosil]-3B,24- dihidroxi-30-nor- olean -
12,20(29)- dien-28-oato de P-glucopiranosilo, 3, 24-dihidroxi-30-nor-oleano-12,20(29)-
dien-28-pato de ﬁ-gluco-piranosilo. Ambas especies recolectadas en el Estado Mérida,
(Venezuela). Todos los corﬁpuestos obtenidos fueron caracterizados sobre la base de

estudios espectroscopicos incluyengdo técnicasp,ni- y bi- dimensjonales de RMN.
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En el presente trabajo de investigacion, se realizo el estudio fitoquimico de dos
especies de plantas, Zanthoxylum rhoifolium LAM (Rutaceae) y Bulnesia arborea Cl. Gay
(Zygophyllaceae), para ello se efectu6 una revision exhaustiva de la fitoquimica de ambas
especies, con la finalidad de conocer los metabolitos secundarios que ellas biosintetizan, su
abundancia, los usos ethnobotanicos y las actividades famacoldgicas reportadas en los
ultimos afos.

El género Zanthoxylum pertenece a la familia Rutaceae, comprende alrededor de
1.900 especies en aproximadamente 160 géneros. Su distribucion geografica se ubica
principalmente en los tropicos y regiones templadas, especificamente en América, Africa,
Australia y en el sur de Europa y Asia (figura 1) (Aristeguieta, 1973).

La familia Rutaceae esta compuesta por plantas con flores, en su mayor parte
arbustos y arboles y en ocasiones se encuentran como plantas herbaceas siempreverdes, a
veces espinosas, de fuerte olor y se caracterizan por la presencia de puntos diafanos
dispersados (cavidades secretoras contenidas con aceites etéreos) en casi todas la especies,

exclusivamente en las hojas (Pan, 2010).

e
Rutaceae

Figura 1. Distribucion geografica de la familia Rutaceae

Muchos géneros pertenecientes a esta familia son ampliamente conocidos, entre
ellos se encuentran las distintas especies del género Cifrus (naranja, limon, mandarina,
entre otros) cuyo cultivo y seleccion de variedades es realizado en muchas partes del
mundo, lo que hace que sea de gran importancia econdmica (Ozkan ez al., 2007), asi como
también las especies de los géneros Flindersia, producen apreciadas maderas duras usadas
en ebanisteria (Brown ez al.,, 2004); otra, como Murraya paniculata conocido como “jasmin

naranja’, se cultiva como planta ornamental (Damsteegt et a/ 2010).



Otros géneros, son populares por sus propiedades medicinales: por ejemplo, en las
especies del género Zanthoxylum se han reportado actividades farmacologicas tales como:
analgésicas, antimicrobiales, antiespasmodicas y antitumorales, entre otras (De Moura et
al., 1997; Nissanka et al., 2001), las hojas de Agathosma betulina (bucht) como diurético
(Moolla y Viljoen, 2008) y la Ruta graveolens (ruda) indicada como abortiva vy
fortalecedora de los capilares sanguineos (Gongalves ef al, 2005). El género mas
abundante dentro de la familia Rutaceae, es el Zanthoxylum con unas 250 especies,
distribuidas en las regiones calidas y tropicales del mundo principalmente en Africa, norte y
sur de América, Asia y Australia; constituyendo en Venezuela unas 22 especies
ampliamente distribuidas en todo el pais (Aristeguieta, 1973).

Este género se caracteriza por ser arboles de 3 a 13 metros de alto, aromaticos y
armados (figura 2) de hojas alternas, simples o pinnado-compuestas, de foliolos enteros o
crenulados y el raquiz a menudo alado. Las flores son pequefias, hermafroditas y
unisexuales, formando plantas poligamo-dioicas de caliz de 3-5 lobulado o ausentes en
las flores femeninas, el gineceo es formado por 1-5 carpelos ligeramente unidos
en la base, sobre un corto ginoforo, 2 ovulos en cada carpelo, los estilos son cortos de
estigmas capitados (figura 3) y los frutos de 1-5 foliculos, bivalvados (figura 4)
(Aristeguieta, 1973).

Figura 2. Ejemplar de un arbol del género Zanthoxyvium.



Figura 3. Flores y hojas de un ejemplar del género Figura 4. Frutos de un ejemplar del género
Zanthoxylum. Zanthoxylum.

Anteriormente el género Zanthoxylum se dividio en dos taxones: Zanthoxylum y
Fagara, en base a la morfologia del perianto (Stermitz e7 al., 1980), la cual es la que
designa el aparato involucral de la flor formado por uno o varios verticilos de hojas mas o
menos modificados (Aristeguieta, 1973). Sin embargo, otros investigadores consideran a
Fagara como un subgénero de Zanthoxylum (Yasuda et al, 1982; Dreyer y Brenner,
1980).

Este género es muy conocido dentro de la medicina popular por sus propiedades
curativas; algunas de sus especies son usadas, mayormente por los nativos, para calmar el
dolor de muelas, la tos, la diarrea, el dolor de oidos, el vémito y el dolor de estbmago
producidos por parasitos intestinales, entre otras. También se ha comprobado que poseen
actividades farmacologicas tales como: antitumorales, antileucémicas, antimicrobianas (De
Moura et al., 1997; Nissanka ef al., 2001), antibacterianas (De Abreu ez a/., 2003a,b), anti-
VIH (Cheng et al., 2005), antimalaricas (Jullian et al., 2006, Kirira et al., 2006),
antifungicas (Bafi-Yeboa ez al, 2005), amebocidas, giardicidas (Arrieta e/ al., 2001),
tripanocidas (Ferreira ef al., 2007), antileishmanicas (Ahua ef al., 2007) y como repelente
contra mosquitos (Das ez al., 2003). Comercialmente se utilizan como colorantes para telas
(Cuca et al., 1998), como sazonadores y picantes para las comidas (Xiong et al., 1995).

Por otro lado, el género Bulnesia, es un género suramericano que esta constituido
por nueve especies, distribuidas dentro de dos subgéneros Gonopterodendron y Bulnesia
(Comas ef al., 1998). Dicho género pertenece a la familia Zygophyllaceae y existen muy
pocos estudios fitoquimicos reportados acerca del mismo.

La familia Zygophyllaceae, segiin su clasificacion taxonomica, se encuentra dentro
del reino Plantae, en la division Magnoliophyta, clase Magnoliopsida, subclase Rosidae y

orden Sapindales. Esta familia abarca aproximadamente 250 especies distribuidas en 33
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generos y esta restringida a los tropicos y subtropicos del globo terraqueo, con escasa

representacion en las zonas templadas (figura 4) (Hunziker et al., 1978).

. ’ { %@Q .
v 3

&
Figura 5. Distribucion geografica de la familia Zygophyllaceae.

En Venezuela, esta familia estd representada solo por cuatro géneros: Bulnesia,
Guaiacum, Kallstroemia y Tribulus distribuidos en las zonas aridas y secas del territorio
nacional (Lasser, 1971). Por lo general, las Zygophyllaceas son plantas herbaceas o
raramente lefiosas, a menudo xerdfilas y haldfilas (plantas que crecen en ambientes
salinos), de hojas  opuestas o alternas, pinnaticompuestas o pinnatiseptas, estipuladas. Las
flores son hermafroditas, actinomorfas, pentameras o tetrameras, solitarias o dispuestas en
cimas. Los frutos son capsulares, esquizocarpicos o carnosos (Lasser, 1971).

Algunos géneros pertenecientes a la familia Zygophyllaceae han presentado
actividad farmacologica y etnobotanica. En el género Fagonia, por ejemplo, el extracto
agua/etanol 60:40 de F. mollis, el cual contenia una mezcla de saponinas, mostro actividad
antiinflamatoria y antipirética y un débil efecto analgésico (Melek et al., 1996). Por otro
lado, F. indica es usada en la medicina folklorica para aliviar las lesiones en la piel en
Egipto y Pakistan, adicionalmente se ha afirmado que esta planta puede ser utilizada para el
tratamiento contra algunos tipos de cancer en las primeras etapas (Shaker ez al., 1999).

En la medicina China tradicional, 7ribulus terrestris se utiliza para el tratamiento
contra el “mal de 0jo”, edemas, dolor abdominal, vitiligo, para restaurar el higado dafiado,
dolor de pecho, mastitis, conjuntivitis, dolor de cabeza y vértigo, también se ha
reportado que posee actividad antihipertensiva, antimicrobiana, diurética y estimulante de
la espermatogénesis (Wang ef al., 1997, Wu et al., 1999). Recientemente también se
ha reportado que una infusion preparada con esta planta posee un efecto afrodisiaco, esto es

debido, probablemente, a su propiedad de incrementar los niveles de androgeno
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(Adaikan et al., 2000; Gauthaman ef a/.; 2002). Por otra parte, los frutos de 7. alantus son
usados en Pakistan para aliviar desordenes urinarios y para la tos (Temraz ef al., 2006).

La Spinal-Z, que es una mezcla de las semillas secas y pulverizadas de Peganum
harmala (Zygophyllaceae) y de las hojas de Dracocephalum kotschyii (Labiatae), fue
utilizada durante muchos afios como brebaje en la etnomedicina irani para el tratamiento de
varios tipos de cancer en humanos, especialmente contra la leucemia (Jahaniani ef al.,
2005); sin embargo, también se ha comprobado la actividad citotoxica de P. harmala contra
una serie de células tumorales (Lamchouri ef al., 2000). Igualmente, un estudio
farmacologico a la fraccion basica del extracto de P. nigellastrum también reveld una
potente actividad antitumoral (Xiao et al., 1988).

Las partes aéreas de Zygophyllum gaetulum presenta gran variedad de usos en el
sistema de medicina indigena marroqui, tales como antiespasmodico, antieccema, para la
diabetes, para el estomago y para dolor hepatico (Bellakhadar ef al., 1991), al igual que
Z. decumbens, su extracto acuoso, mostré una actividad hipotensora, antipirética,
espasmolitico, diurética y un efecto anestésico local (P6limann et al.; 1998).

Larrea divaricata, es empleada en la medicina popular en Suramérica, para tratar
tumores, infecciones y enfermedades inflamatorias. En un estudio reciente del extracto
acuoso de esta especie se determino su actividad inmunomoduladora por primera vez en
ratones (Davicino et al., 2007). En la medicina folklorica del suroeste de Ameérica,
L. tridentada es aprovechada como remedio para la diabetes tipo Il (insulino no
dependendientes) (Reed ef al., 1999).

El interés de estudiar estas especies, se debe a la gran diversidad de compuestos con
actividad farmacoldgica que han sido reportados tanto para el género Zanthoxylm como
para la familia Zygophyllaceae, con la finalidad de la busqueda de nuevos productos
naturales que posean actividad biologica. Posteriormente, se presentara de manera
resumida, algunos metabolitos secundarios que han sido reportados para el género
Zanthoxylum vy la familia Zygophyllaceae, asi como también, el razonamiento de los
resultados obtenidos del estudio fitoquimico realizado a las hojas de Zanthoxylum
rhoifolium (Rutaceae) y a las hojas y tallos de Bulnesia arborea (Zygophyllaceae) y

finalmente, la metodologia empleada para el aislamiento de los productos obtenidos.



1. Zanthoxylum rhoifolium LAM. (RUTACEAE)



.1 FITOQUIMICA DEL GENERO ZANTHOXYLUM

Desde el punto de vista fitoquimico, el género Zanthoxylum ha sido estudiado
ampliamente desde principios del siglo XX, muchas especies se han explorado
quimicamente por la gran variedad de esqueletos estructurales presentes en la familia
Rutaceae (Talapatra et al., 1973) y por la diversidad de metabolitos secundarios que
biosintetizan las especies de este género (Della Casa ef al., 1972), como alcaloides,

amidas, lignanos, flavonoides y terpenoides.

II.1.a- ALCALOIDES.

Este género se caracteriza por ser rico en alcaloides, los cuales han sido aislados de
la mayoria de las especies que han sido estudiadas fitoquimicamente, siendo el mas
abundante los del tipo benzofenantridinico. Entre las caracteristicas fisicas mas resaltantes
de los alcaloides, es que son solidos cristalinos casi incoloros, Opticamente activos,
generalmente levorrotatorios y en los cuales el nitrégeno forma parte de uno o varios ciclos,

(Marcano y Hasegawa, 1991).

A continuacion se describen algunos de los alcaloides representativos que han sido
aislados dentro del género Zanthoxylum.

Fagara mayu (Zanthoxylum mayu) es el arbol mas alto y abundante en los bosques
lluviosos de la Isla Robinson Crusoe del Archipiélago Juan Fernandez en Chile.
Morfologicamente esta especie parece estar algo distante del resto de este género, por lo
que el botanico Engler cre6 una secciéon monotipica Mayu para diferenciarla de las grandes
secciones Macqueria y Blackburnia (Torres y Cassels, 1978).

La primera exploracion quimica realizada a esta especie ocurrio en 1974, donde se
estudio el extracto de metanol de la corteza seca y pulverizada. En dicha investigacion, se
hallaron los alcaloides: cantin-6-ona (1), dictamina (2), y-fagarina (3), magnoflorina (4),
skimmianina (5) y cheleritrina (6) (Benages er al., 1974). Otro estudio realizado a los
extractos de éter de petréleo y metanol de las hojas de esta especie, reportd una pequefia
cantidad de alcaloides (0,1%), donde se logréd separar e identificar los alcaloides:

skimmianina (5), (-)-edulinina (7) y ribalina (8) (Torres y Cassels, 1978).



La (-)-edulinina (7), ya habia sido descrita anteriormente para Casimiroa edulis, por
Boyd y Grundon en 1970, pero con la sospecha de que se trataba de una transformacion
durante el proceso de separacion. Tomando esto en cuenta, después de la identificacion y
separacion de la (-)-edulinina (7) en /. mayu en un extracto a pH 10, se repitid su
extraccion sin alcalinizacion y se extrajo a pH 7, aislandose de nuevo la (-)-edulinina (7), lo
que demostré que dicho alcaloide es un producto natural y no un artefacto del proceso de
separacion. Otros alcaloides encontrados en este extracto fueron, bocconolina (9),
tembetarina (11) y la base 1-benciltetrahidroisoquinolinica (12) (Aseem ef al., 1983).

Durante una investigacion de los constituyentes quimicos de algunas especies de
Fagara en Suramérica, del extracto metanolico de las cortezas de . mayu, fue aislado con
muy bajo rendimiento (0,001%) una nueva base de alcaloide tipo benzofenantridinico 1, 2,

8, 9- tetrasustituido, el 11-(2’-cetobutano)- dihidrocheleritrina (10) (Assem ef al., 1979).
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Los estudios de los alcaloides de Fagara mayu han demostrado que tienen la
particularidad de biosintetizar compuestos mediante dos rutas, una es mediante el acido
antranilico la cual produce cantin-6-ona (1) a través del triptofano y la otra es por medio de
la quinolina, dando una quinolina 3-sustituida como la (-)-edulinina (7) y las
furanoquinolinas tales como: dictamina (2), y-fagarina (3), skimmianina (5), esta especie
junto con el Z. belizense, son la excepcion de exclusividad mutua de cantinonas y
furanoquinolinas (Aseem et al., 1983).

Zanthoxylum coco (F. coco) es un arbol que crece en el oeste del Gran Chaco en
Bolivia, extendiéndose al sur por dentro de las Sierras de Cordoba en Argentina. Su
morfologia y ecologia la aparta de la mayoria de sus congénitos de Suramérica ya que crece
en zonas tropicales o subtropicales, tanto en bosques lluviosos como nublados. Los
alcaloides que se encuentran en la corteza y en las hojas de esta especie han sido estudiados
por mas de cincuenta afios (Mufioz e/ al., 1982). Stuckert, en 1925, fue el primero en
comenzar la separacion y aislamiento de alcaloides de las hojas y ramas tiernas del /. coco,
donde obtuvo varias sustancias cristalinas, de las cuales, tres de ellas fueron completamente
caracterizadas: o-fagarina, P-fagarina y vy-fagarina (3), que para la época fueron
considerados como compuestos abstractos. Afios mas tarde, en los laboratorios de Merck
en Darmstadt, Alemania, llevaron a cabo subsecuentemente, el aislamiento de alcaloides de
F. coco en gran escala y reportaron solo dos compuestos: fagarina 1 y fagarina II (13). La
fagarina 1, fue identificada como a-fagarina, sin embargo, la fagarina II (13)
hipotéticamente, era un nuevo alcaloide del tipo protopinas (Redemann ef al., 1949). Afos
después, Deulofeu er al., (1942), encontraron de nuevo las a-, B- y y-fagarina (3) en una
muestra de /. coco subministrada por Stuckert, en este estudio se descubrié que la P-
fagarina era idéntica a skimmianina (5), aislada por primera vez de Skimmia japonica, cuya
estructura fue establecida por Honda en 1904, quien mostro que este alcaloide es un
derivado metoxilado de la dictamina (2) por lo tanto, el nombre de B-fagarina fue eliminado
y se sustituyo por la ya conocida skimmianina (5) (Deulofeu ez al., 1942) y la y-fagarina (3)
se identifico como una 8-metoxidictamina, que aparentemente no ha sido descrita con otro
nombre, siendo muy similar a skimmianina (5), con la unica discrepancia que y-fagarina (3)

tiene un metoxilo menos (Redemann ef al., 1949). Con respecto a la a-fagarina, que es una
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sustancia muy similar a la fagarina 11 (13), la cual, Stuckert la designo con la formuia
molecular provisional: CisH20NQy4, hasta que Deulofeu determiné que la formula molecular
era realmente C;;Hx»NOs (Deulofeu er al., 1942) y luego se encontrd que era idéntica a
a-allocriptopina (14) (Comin ez al., 1985), este compuesto ya habia sido encontrado por
Jowett y Pyman en 1913 en especies relacionadas de fagara y en Zanthoxylum
brachyacanthum (Redemann et al., 1949),.

En una investigacion de las cortezas de Zanthoxylum rhetsa recolectadas en Kerala,
al suroeste de la India, se confirmé la presencia de (t)-evodiamina (15) (Gopinath et al.,
1960). Un estudio mas reciente a los extractos de éter de petroleo de las cortezas del tronco
de esta especie se aislo un nuevo alcaloide, 8-metoxi-NV-metilflindersina (16) que mostro
actividad citotoxica frente a Artemia salina (Ahsan et al., 2000).

Zanthoxylum conspersipunciatum es una de las especies del género mas comun en
Nueva Guinea, especialmente en los bosques montafiosos del Distrito de las Tierras Altas
Orientales y esta relacionada con las especies del oriente de Australia. Del extracto
metanolico de la corteza seca de dicha especie se aislo un nuevo alcaloide isomérico de la
protopina 2-3,10-11-dimetilenodioxiprotopina (17), que esta estrechamente relacionado con
la muy conocida protopina (18) y cuyo patron de sustitucion de los oxigenos de dicho
alcaloide es analogo a la fagarina 11 (13) (Jhons ez al, 1969). Afios mas tarde, dicho
alcaloide 1someérico fue sintetizado, confirmando asi su estructura y se sugirio el nombre de

pseudotropina por su base natural (Sotelo y Giacopello, 1972).
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Fagara vitiensis (Zanthoxylum vitiensis) es una especie que ha sido poco estudiada,
es un arbol pequefio o arbusto, nativo de las Islas Fiji. El primer estudio hecho a esta
especie fue en 1972, hasta esa fecha no habia datos etnobotanicos o quimicos disponibles

para dicha especie. La extraccion con éter de petroleo a las cortezas de las raices, produjo
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dos alcaloides benzofenantridinicos: cheleritrina (6) y nitidina (19) junto con a una base
terciaria perteneciente al grupo de las protopinas: 2-3, 10-11-dimetilenodioxiprotopina (17)
(Fish y Waterman, 1972). El £ zanthoxyloides es un arbol que crece al oeste de Africay es
muy usado en medicina tradicional (Couillerot et al., 1994), de las cortezas secas de las
raices se aislaron: un nuevo alcaloide fenolicobenzofenantridinico, denominado fagaridina
(20), ademas de skimmianina (5), cheleritrina (6) y dihidrocheleritrina (21) (Torto y
Mensah, 1973).

« Ri1 R2
RI1 x ~(19) OCH; H
| [+
O)‘\(VN\ 20) H OH
[
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De un estudio realizado al corazon de la madera de Zanthoxylum cuspidatum
(Fagara cuspidata), se aislaron alcaloides conocidos como: dictamina (2), y-fagarina (3) y
skimmianina (5) (Ishii y Ishikawa, 1973), al igual que en las cortezas de las raices y de los
tallos, del Z. ovalifolium, un arbusto pequefio y espinoso, que crece aproximadamente entre
8.000-9.000 pies de altura en el Distrito de Darjeeling en el Himalaya al norte de la India,
ambas dieron como resultado el aislamiento de cantin-6-ona (1) (Talapatra et al., 1973).

Zanthoxylum fagara es un arbusto prodigamente distribuido en el continente
Suramericano y se encuentra particularmente en las regiones tropicales desde de Florida
hasta Guatemala, también se encuentra en las zonas semidesérticas, como Texas y Nuevo
Leon. Los extractos de esta planta son usados por los nativos por sus propiedades
sudorificas y como calmante. El primer estudio realizado a esta especie fue a la resina
colectada en Valle Alto, después de Monterrey, y se encontro el alcaloide magnoflorina (4)
ya reportado para este geénero (Dominguez ef al., 1974).

Z. fagara, en 1896 era denominado como F. pterota, por lo tanto el primer estudio
fue hecho bajo este nombre, en esa oportunidad se encontraron los alcaloides: candicina
(22), tembetarina (11), magnoflorina (4), N-metilisocoridina (23), laurifolina (24),

chelereritrina (6) y trazas de nitidina (19) (Kuck ez a/, 1967) y en estudios posteriores, ya
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con el nombre de Z. fagara se hallaron de nuevo estos mismos alcaloides (Dreyer y
Brenner, 1980). En las hojas de esta especie igualmente han localizado skimmianina (5) y

laurifolina (24) pero solo en extractos de baja polaridad (Stermitz ef al., 1980).

RI R2 R3
(23) OCH;, OH H

(24) OH H OH
(22)

Zanthoxylum decaryi es un arbol espinoso que crece al sur de Madagascar. De las
cortezas secas y molidas del tallo se aislaron cuatro alcaloides, entre ellos tres conocidos:
dictamina (2), skimmianina (5) y 4-metoxi-1-metil-2-quinolina (25), éste Ultimo fue
encontrado anteriormente en el Z. ailanthoides (Ishii et al., 1972) y un nuevo alcaloide que
lleva por nombre decarina (26), la cual cristalizd en finas agujas de color naranja
(Vaquette et al., 1974).

Zanthoxylum rubescens (Fagara rubescens), al igual que otras especies, €s muy
abundante en el oeste de Africa. Las cortezas de esta especie son usadas en la medicina
tradicional como remedio para el dolor de muelas. En un estudio fitoquimico realizado al
extracto de éter de petroleo de las cortezas de las raices se logro la identificacion algunos
compuestos minoritarios entre las cuales destaca la dihidrocheleritrina (21) (Fish et al,,
1974). En un trabajo mas completo, se encontro que las hojas de esta especie poseen un alto
contenido de magnoflorina (4), y que dicho compuesto esta ausente en las cortezas y en las
raices, ya que ahi solo se encontraron, la cloronitidina (27) y la 9-metoxicloro-queletrina
(28), ésta Ultima se sospecha que posiblemente sea un artefacto de la cheleritrina (6)

(Moody y Sofowora, 1984).
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Zanthoxylum avicennae, crece al norte y sur de Vietnam, Camboya y Laos. La
decoccion de los tallos son usados en la medicina tradicional como tonificante para el
estomago y para las mordeduras de serpiente. Las hojas de esta especie fueron extraidas
con 95% de metanol a temperatura ambiente, de ellas se aislaron compuestos opticamente
activos tales como dos alcaloides terpenos bishordenilos, (-)-culantramina (29) y
(-)-culantraminol (30) y tres nuevos alcaloides, N-6xido (-)-culantraramina (31+32),

N-6xido (-)-culantraraminol (33+34) y avicennamina (35) (Thuy ez al., 1999).

o -~ R1 R2 R1 R2
_ (29) N(CHs),  N(CHs). (30) N(CH3):  N(CHs).
AL (31) N(CHy); NO(CHy), (33) N(CH;); NO(CH3)
(32) NO(CH;); N(CHy) 34 NOCH), N(CH:
RI R2

(33)

De muestras de cortezas de raices de Zanthoxylum myriacanthum, recogidas en las
Tierras Altas en Pahang, Malasia, se encontré un alcaloide del tipo benzofenantridinico, la
dihidronitidina (36) y trazas de alcaloides cuaternarios como la magnoflorina (4) y la
tembetarina (11) (Waterman, 1975). En estudios mas recientes de esta especie se
encontraron dos nuevos alcaloides la 7,9-dimetoxi-2,3-metilendioxibenzofenantridina (37)
y la N-nortidina (38), que fueron aislados de la corteza del tallo (Sukari ez al., 1999).

Zanthoxylum flavum (F. flava) abunda en la cima de La Cuesta, Provincia de
Santiago, Republica Dominicana. De las cortezas de las raices de esta especie extraidas con
éter de petroleo se encontrd6 un nuevo alcaloide del tipo p-indolquinazolina, la

dihidrorutaecarpina (39) (Waterman, 1976).
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Las ramas y los tallos de Zanthoxylum monophyllum fueron extraidas sucesivamente
con éter de petroleo, diclorometano y metanol. Del extracto de diclorometano, se aislaron
los alcaloides 8-metoxiflindersina (40) y zanthofillina (41) (Stermits y Sharifi, 1977), y en
una de las fracciones del extracto de metanol, ademas de aislar los alcaloides antes
mencionados, se hallaron trazas de una aporfina, 1,2,9,10-tetrasustituida (42) (Stermits ef
al., 1980).

Zanthoxylum punctatum es una especie conocida popularmente en Puerto Rico
como “el arbol del dolor de muelas”, porque al masticar su corteza, causa un
entumecimiento en la boca. Esta contiene algunos alcaloides tales como: N-metilisocoridina
(43), magnoflorina (4), punctatina (44) (Stermits y Sharifi, 1977) y un nuevo alcaloide, la
alfileramina (45), el prefijo de “alfiler” se debe a las espinas afiladas que poseen las ramas

de esta especie (Caolo y Stermits, 1979).
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En una busqueda de alcaloides de origen natural, con actividad antitumoral u otra
actividad biologica, se extendieron las investigaciones a especies tropicales americanas. El

estudio de la madera del Zanthoxylum microcarpum, una especie oriunda de Puerto Rico,

15



muy diversa y heterogénea, conllevo al aislamiento y caracterizacion de alcaloides ya
conocidos: magnoflorina (4), haplopina (46), hordenina (47), decarina (26), N-norditidina
(38) y N-metilamina (48). Hordenina (47) es un constituyente muy comun en las especies
de Centroamérica y del Caribe, mientras que haplopina (46) se encuentra generalmente en
las especies del género Haplophyllum y solo en las especies asiaticas del genero

Zanthoxylum (Boulware y Stermitz, 1981).

HO N HO RN (48) H

(46)

Zanthoxylum oxyphyllum es una planta medicinal usada para el tratamiento de varias
dolencias en el subcontinente Asiatico. De esta especie fueron aislados, de la raiz, dos
alcaloides: la zanthofillina (41) y la coridina (49) y uno nuevo llamado zanoxylina (50)
(Tiwart y Masood, 1979).

Zanthoxylum culantrillo es conocido por los indigenas de Honduras como “duerme
lengua” ya que al masticar las cortezas o las hojas producen esa sensacion. Z. coriaceum,
que es comun en Las Bahamas, tiene un efecto similar a éste, asi como también, las raices
cocidas son usadas contra la diarrea y como antihemorragico y los extractos de las hojas
son usadas en Venezuela para el dolor de oidos; por estas razones se realizo un sondeo a
constituyentes de ambas especies. De la raiz de Z. culantrillo, fueron identificados los
alcaloides: AN-metilisocoridina (43), candicina (22), sinefirina (51), magnoflorina (4) y
tembetarina (11). El contenido de alcaloides en las hojas fue muy bajo en comparacion con
el del tallo y en Z coriaceum, se encontraron algunos alcaloides conocidos:
dihidrocheleritrina (21), N-metilisocoridina (43) y nuevamente la alfileramina (45)
(Swinehart y Stermitz, 1980). En otro estudio realizado a las hojas de esta misma especie,
su extracto de metanol mostré la presencia de alcaloides del tipo “terpenos
bishoderninilos”: N,N’-dimetilisoalfileramina (52), N,N -dimetilculantraramina (53), N,N -
desmetilalfirelamina (54), N '-desmetilalfileramina (55) y finalmente la N-desmetil-

alfileramina (56) (Marcos ez al., 1990b).
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Por otro lado, Zanthoxylum spinosum, un arbol o arbusto pequefio, muy comun
en las zonas aridas y en numerosas Islas del Caribe y del cual se dice, que es muy dificil
diferenciarla de Z. coriaceum por sus grandes similitudes botanicas. En un estudio realizado
a varios extractos de las cortezas de los tallos, de Z. spinosum, recolectada en la Isla Gran
Caiman, al noroeste de Jamaica, se encontré en el extracto de éter de petroleo una pequeiia
cantidad de alcaloides tipo benzofenantridinicos, como la norcheleritrina (57) y la
dihidrocheleritrina (21). En el extracto de acetato de etilo, se aislaron los dos anteriores
nuevamente, ademas de decarina (26), oxicheleritrina (58), 6-acetonildihidrocheleritrina
(59) y O6-carboximetildihidrocheleritrina (60). Finalmente, en el extracto de metanol
se aislo de igual manera norcheleritrina (57), decarina (26), oxicheleritrina (58),
6-acetonildihidrocheleritrina (89) y 6-carboximetildihidrocheleritrina (60) (Ng et al., 1987).

En una exploracion a las cortezas del tronco de Zanthoxylum thomense, originario
del oeste Ecuatorial de Africa, del extracto neutro de cloroformo se aislaron tres alcaloides
conocidos del tipo benzofenantridinicos: decarina (26), norcheletrina (57) y angolina (61)

(Simeray et al., 1985).
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En Nueva Caledonia, territorio de ultramar de Francia situada al suroeste del océano
Pacifico al este de Australia, predomina Zanthoxylum sarasinii, tanto las hojas como las
cortezas del tronco, se extrajeron con éter de petroleo, cloroformo y etanol. De las cortezas
se identificaron dos alcaloides: la tembetarina (11) y la colletina (62), éste tltimo se aislo
en gran cantidad. De las hojas, s6lo se comprobé y en poca cantidad la existencia de
skimmianina (5) (Simeray et al., 1988).

En 1971, Wall y colaboradores, presentaron por primera vez, un informe preliminar
de los componentes del Z macrophylla, donde encontraron varios alcaloides
en las cortezas del tallo, este extracto también reflejo tener una potente actividad contra la
leucemia, lo que produjo el estudio de los alcaloides relacionados con dicha
actividad: cloronitidina (27), 6-oxinitidina (63) y 6-metoxi-5,6-dihidronitidina (64) (Wall
et al., 1987).
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Zanthoxylum budrunga es un arbusto de tamafio mediano que abunda en
Bangladesh, India, Malasia y en algunas otras partes del Sur de Asia (Rahman ez a/, 2005).
Sus frutos son muy conocidos por sus usos medicinales, como por ejemplo, para el
tratamiento de la bronquitis, asma y muchas otras enfermedades, también tiene propiedades
estimulantes. Las raices poseen baja actividad antifungica y antiinflamatoria (Ahmad e al.,
2003). Del extracto de éter de petroleo de los frutos y las semillas, se consigui6 un alcaloide
del tipo indolopiridoquinazolina, la rutaecarpina (65), siendo el primer reporte para la

especie. Este alcaloide ya habia sido aislado previamente de Z. pluviatile (Banerjee et al.,
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1989). En el primer estudio a los extractos de las hojas de Z. budrunga se detectd un nuevo
alcaloide: 2-(2°,4°,6’-trimetilheptenil-)-4-quinozolona (66) y lunacridina (67) (Ahmad ef
al., 2003). En los extractos de éter de petroleo, acetato de etilo y metanol de las cortezas del
tallo, fueron encontrados varios alcaloides: N-metilflindersina (68), zanthobungeanina (69),
y-fagarina (3), dictamina (2), cantin-6-ona (1), rutaecarpina (65), (+)-evodiamina (15) y

skimmianina (5) éste fue el primer reporte para la especie (Rahman ez al., 2005).

(68) H

(69) OCH;

(67)

De Zanthoxylum ailanthoides ha sido descrito un nuevo alcaloide separado de las
cortezas del tallo, la ailanthoidina (70), esta estructura fue comparada con la
dihidrocheleritrina (21), ya que los esqueletos son bastante similares, pero en el caso
de la ailanthoidina (70), en el carbono seis (C-6) posee un sustituyente con un heterociclo
aromatico (Ishii ez al., 1991). Otro caso similar a éste, es el del Z. integrifolium, que abunda
en el Norte de Filipinas y ocasionalmente en el este de Taiwan, en el extracto de etanol frio
de las cortezas secas se ha encontrado un alcaloide tipo benzofenenantridina,
tridecanoncheleritrina [6-(2’-oxotridecil) dihidrocheleritrina] (71), el cual sobre el carbono

seis (C-6) ostenta una cadena larga (C-6) (Jen et al., 1993).
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Zanthoxylum rhoifolium, se encuentra mayormente en Suramérica, principalmente
en Brasil, Uruguay, Paraguay y Argentina y es conocida popularmente en Brasil como
“mamica-de-porca” o “jujevé” (de Abreu et al., 2003a), donde es usada como té o infusion
contra enfermedades inflamatorias. Se dice que las propiedades farmacologicas que se
atribuyen a esta especie: antileucémica, antitumoral, antiinflamatoria y antimicrobial, se
deben a los alcaloides tipo benzofenantridinicos que ella biosintetiza (de Moura et al.,
1997). En un estudio etnofarmacoldgico hecho en la Guayana Francesa, una zona endémica
de malaria, los nativos hierven las cortezas por largo rato y la utilizan como remedio para
combatirla (Juilian et al., 2006). En un estudio realizado a las hojas, frutos y cortezas, de
esta especie recolectada en Anchieta, Brasil, se encontré un nuevo alcaloide, tipo seco-
furoquinolina, Z-dimetilrhoifolinata (72), ademas de los alcaloides ya conocidos
skimmianina (5) y haplopina (46) (Arruda ef al/., 1992a). Un nuevo alcaloide del tipo
benzofenantridinico, fue aislado de las cortezas, denominado como zanthoxylina (73), asi
como también la nitidina (19) y la 6-oxinitidina (63) (de Abreu et al., 2003a). De las
cortezas de las raices fue obtenido el alcaloide 6-acetonildihidroavicina (74), encontrado
anteriormente en Z. fetraspermun (Nissanka ef al., 2001) cuya estructura se determind
mediante analisis cristalografico, también se identificaron los alcaloides 6-acetonil-
dihidrocheleritrina (589) y 6-acetonildihidronitidina (75) (Morel et al., 2002). De las
cortezas secas y pulverizadas se obtuvieron dos nuevos alcaloides del tipo
dihidrobenzofenantridinas: rhoifolina A (76) y rhoifolina B (77), junto con los alcaloides

anteriormente mencionados para esta especie (De Abreu, ef al., 2003b).
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Zanthoxylum acutifolium es un arbol pequefio que crece en los bosques tropicales de
Minas Gerais y de S3o Pablo, Brasil; sus hojas fueron extraidas con diclorometano y
metanol de donde se lograron aislar e identificar cinco nuevos alcaloides quinolinicos:
acutifolina (78), acutifolidina (79), O-metilacutifolina (80), palmitato de acutifolina (81) y
neoacutifolina (82). El alcaloide, acutifolina (78), se compard con los datos espectrales de
lucradina (67), que fue previamente encontrada en Lunasia amara y en L. costulata (Brown
ef al., 1980), y en la estructura de neoacutifolina (82), se noté que posee una estrecha
relacion con balfourodina (83) aislada de Balfourodendron rieldelianum y en Ptelea
trifoliata, siendo también estos géneros pertenecientes a la familia Rutaceae (Arruda ef al.,

1992b).
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Zanthoxylum simulans es un arbusto espinoso que se distribuye en el centro y norte
de Taiwan y China. Esta especie ha sido muy estudiada por la variabilidad de compuestos
que biosintetiza. En las cortezas de las raices se identificaron alcaloides ya conocidos
como: cheleritrina (6), norcheleritrina (57), boccolina (10), 8-metoxi-N-metilflindersina
(16), skimmianina (5) y decarina (26), también reportaron tres nuevos alcaloides

2-quinolonas: zanthosimulina (84), huajiaosimulina (85) y simulanoquinolina (86), éste
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ultimo es bastante interesante ya que es un alcaloide dimero entre dihidrobenzofenantridina
y 2-quinolona unidos mediante un enlace simple carbono-carbono (C-C) (Wu y Chen,
1993). Unos afnos mas tarde, se aislaron e identificaron dos nuevos alcaloides tipo
benzofenantridinicos de las cortezas de las raices de esta especie, 6-metildihidrocheletrina
(87) y 6-metilnorcheleritrina (88) (Chen ef a/., 1994). En la madera también se encontraron
dos nuevos alcaloides, N-acetildehidroanonaina (89) y simulansina (90) (Chen ez al., 1996).
En el extracto de metanol de las cortezas secas del tronco se encontraron tres nuevos
alcaloides del tipo piranoquinolinas: simulenolina (91), peroxisimulenolina (92) vy
benzosimulina (93), ademas de la ya conocida zanthodiolina (94), en ese articulo fue
reportada por primera vez su estereoquimica (Chen et al, 1997). Por otro lado, de la
madera recolectada en T aichung Conti, Taiwan, fueron aislados unos cristales incoloros en
forma de agujas identificados como un alcaloide del tipo pirrol y fue llamado

pirrolezanthina (95) (Yang ez al., 2002).
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En un estudio consumado a Zanthoxylum wusambarense, un arbol altamente
ramificado y conocido por los nativos como “Muguchwa”, “Muvu”, “Mulasi” o
“Sagawita”, cuya madera es usada para la construccion de casas y para muebleria y cuyas
cortezas vy las raices son usadas en la medicina tradicional como remedio para la tos y las
cortezas en decoccion como bebida para el reumatismo, como emético y también contra la
malaria, fueron aislados de las fracciones del extracto de diclorometano de las raices y
cortezas: cantin-6-ona (1), oxicheleritrina (58) y norcheleritrina (57) (He et al., 2002). Por
otro lado, tanto las hojas de Z. usambarense como las de Z. chalybeum son usadas en
Kenya para dolores de muela y dolor de estomago. Cromatograficamente, estas dos
especies son muy parecidas y por esa razon fueron comparadas y examinadas por HPLC, y
se observd que poseen alcaloides muy similares. Este estudio reportd para Z. chalybeum:
cheleritrina (6), skimmianina (5) y dihidrocheleritrina (21) y para Z usambarense,
isotembetarina (96), magnoflorina (4), cheleritrina (6) y un nuevo alcaloide denominado

(-)-usambarina (97) (Kato e al., 1996).

(96) 7

Zanthoxylum nitidum es una especie morfologicamente muy variable, puede
encontrarse como liana en bosques lluviosos y como arbusto en zonas secas, se encuentra
extensamente distribuido en India, China, al norte de Queensland, Australia. En esta
especie se encontraron alcaloides como dihidrocheleritrina (21), norcheleritrina (57) y
decarina (26), lo que indica que a pesar de ser una especie variable morfologicamente no
escapa de biosintezar compuestos que son comunes para el género Zanthoxylum (Deyun et
al., 1996). En otra investigacion realizada a esta especie mediante HPLC se encontré gran
cantidad de alcaloides tales como: cheleritrina (6), oxinitidina (63), oxicheleritrina (56),
bocconolina (10), a-allocriptina (14), skimmianina (§), magnoflorina (4) y el alcaloide
cuaternario (+)-usambarina (98). Recientemente, en China el extracto acuoso de esta
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especie, es adicionada a la pasta dental debido a que posee alcaloides con alta actividad
antibacterial (Moriyasu ef al., 1997). Adicionalmente, en un estudio mas reciente se
encontraron alcaloides, que son tipicos tanto en la familia Rutaceae, como en el género
Zanthoxylum, tales como: rhoifolina A (76), nitidina (19), liriodenina (99),
dihidrocheleritrinil-8-acetaldehido  (100), oxiavicina (101), coptisina (102), 8-
hidroxidihidrocheleritrina (103), 8-metoxidihidrocheleritrina (104), sanguinarina (105) y
berberrubina (106), por lo tanto se asume que la actividad farmacologica de esta especie se

debe a la alta cantidad de alcaloides del tipo benzofenantridinicos que en ella se encuentran
(Hu et al., 2007).
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En la busqueda de los constituyentes bioldgicamente activos relacionados
con las especies de Sri Lanka se hizo una investigacion a los extractos de las cortezas del
tronco de Zanthoxylum caudatum, una rara y frecuente especie de ese lugar, al igual que
Z. tetraspermun, éstos son aprovechados por los indigenas para el tratamiento de dispepsia,

reumatismo y diarrea. Se reporto la elucidacion y la evaluacion antimicrobial, resultando



activos los alcaloides: 6-actonildihidroavicina (74) y 6-actonildihidronitidina (75)
(Nissanka ef al., 2001).

Zanthoxylum heitzii es una planta medicinal usada en Africa central para el
tratamiento de muchas enfermedades; por ejemplo, en Gabon es usada contra el
reumatismo. De las raices pulverizadas se obtuvo skimmianina (5) y un nuevo alcaloide:
cloro-6-metilnitidina (107), siendo éste el primer reporte de este tipo de compuesto como
producto natural (Bongui ez al., 2005).

Zanthoxylum madagascariense, como su nombre lo indica, es orundo de
Madagascar. De las cortezas del tronco se aislaron los alcaloides del tipo
benzofenantridinicos dihidrocheleritrina (21), norcheleritrina (57), ror-nitidina (108) y
decarina (26), a pesar de que estos alcaloides son bastantes conocidos en el género, fue ia
primera vez que se reportaron para esa especie (Martin ef al., 2005).

En wuna investigacion sobre plantas medicinales de Camerin se estudio
Zanthoxylum buesgenii que es muy abundante en ese pais y es usado en la medicina
tradicional para el dolor de muelas y para el tratamiento de convulsiones. En los extractos
de las cortezas del tronco se hallé un nuevo alcaloide denominado buesgeniina (109), asi
como también decarina (26), (Tane ez al., 2005).

Zanthoxylum davyi es un arbol de mediano a alto (8 a 30 m) que se encuentra
comunmente en montafias y en los bosques costeros de Kwa Zulu Natal y Tanskei,
extendiéndose hacia el norte a través de Mpumalanga, Swazilandia y Zimbabwe. En la
medicina tradicional es usado para el tratamiento de mordeduras de serpientes, para la tos 'y
algunos resfriados. Los aguijones del tronco son usados para heridas infectadas, las hojas
para dolores de pecho, las cortezas del tronco hervidas para la pleuritis y dolor de muelas y
las raices para ulceras en la boca, dolor de garganta y como afrodisiaco. Se realizo una
investigacion para determinar si los constituyentes que se encuentran en las cortezas estan
relactonados con los usos etnofarmacolégicos; de ahi se aislaron cinco alcaloides ya
reportados: cheleritrina (26), dihidrocheleritrina (21), boccolina (10), 6-hidroxidihidro-
cheleritrina (110) y 6-metoxi-7-demetildihidro-cheleritrina (111), este tipo de alcaloides por
lo general poseen actividad antimicrobial (Mitscher ef al., 1978; Caolo y Stermitz, 1979) lo

que concuerda con los usos en la medicina popular. Otro estudio reportoé otro alcaloide
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conocido del tipo 2-hidroxiquinolina: 4-metoxi-1-metil-2-quinolinona (25) (Tarus ef al.,
2006).
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I1.1.b- AMIDAS.

El género Zanthoxylum, ademas de alcaloides, también biosintetiza amidas que en
su mayoria se encuentran en los frutos, cortezas y en aceites esenciales. El aislamiento de
este tipo de compuestos es quimotaxondéOmicamente importante, ya que estan
estructuralmente relacionados con los alcaloides (Kalia er al., 1999). A continuacion se

describen algunas amidas aisladas en el género.

Zanthoxylum clava-herculis es un arbol muy espinoso, las cortezas poseen una
potente sustancia insecticida, aislada por primera vez por Jacobson en 1948, denominada
herculina (112). Afios mas tarde se encontrd una sustancia muy similar y se le dio el
nombre de neo-herculina (113), la cual resultd ser altamente toxica para la Musca
domestica (mosca comun) y para Tenebrio molitor (escarabajo del gusano de la harina)

(Crombie, 1954).
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De una extraccion con benceno a las cortezas de Zanthoxylum ocumarence,
recolectado cerca de la region central de las costas de Venezuela, se hallaron dos amidas

aromaticas:  (*)-N-benzoil-[2-hidroxi-2(4’-metoxifenil)] etilamina, llamada como

tembamida (114) y (£)-N-cinnamoil-[2-hidroxi-2(4’-metoxifenil)] etilamina, denominada
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como aegelina (115) (Della Casa ef al., 1972). También se hallaron dos constituyentes
isoméricos que contienen nitrégeno en las cortezas de Z. cuspidatum, pero en pequeiia
cantidad. Afortunadamente, en una investigacion realizada a las cortezas de Z. arnottianum
se logro llegar a las estructuras de ambos isdomeros y fueron llamados: arnottiamida (116)

e isoarnottiamida (117) (Ishui y Ishikawa, 1976).
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En el oeste de Africa Ecuatorial abunda Zanthoxylum thomense el cual se
caracteriza por ser un arbol lefioso. De las cortezas de esta especie encontraron una nueva
amida: zanthomamida (118) (Simeray et al., 1985).

En busca del componente picante de los pericarpios de Zanthoxylum alanthoides,
una especie japonesa, describieron dos nuevas amidas alifaticas acidas insaturadas,
nombradas como: y-sanshool (119) e hidroxi-y-sanshool (120), que son las responsables del
sabor picante (Yasuda ef al., 1981). Por otra parte, de las cortezas frescas y los pericarpios
de Z. piperitum fueron aisladas independientemente cuatro amidas alifaticas: y-sanshool
(119), hidroxi-y-sanshool (120), a-sanshool (121), y una nueva amida hidroxi-a-sanshool

(122), la cual, es un derivado hidroxilico del a-sanshool (121) (Yasuda ef al., 1982).

| o __R
o:©/\/N X A\/\/\/\/\/\\/U\N/\%R (119) H
H
<o ° (1200  OH
118)
i .
/\/\/\/W)\NA'(R (azy H
H -
(122) OH

De Z. piperitum se dice en Asia que ha sido usado como antihelmintico y para el
tratamiento de desordenes estomacales. Los pericarpios de los frutos fueron nuevamente
estudiados y del extracto de metanol de los pericarpios secos se obtuvieron seis amidas:
ZP-amida A (123), ZP-amida B (124), ZP-amida C (125), ZP-amida D (126), ZP-amida E

(127) y ZP-amida F (128), siendo éstos dos ultimos diasteroisomeros (Hatano ez al., 2004).
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Los pericarpios de Zanthoxylum bungeanum que crece en Sicuani, China, son
utilizados como picante para las comidas y también son aprovechados para el tratamiento
de vomito, dolor de muelas, dolor de estomago y dolor abdominal causado por parasitos
intestinales. En los pericarpios frescos se encontraron nuevamente: hidroxi-y-sanshool
(120), hidroxi-o-sanshool (122) y las nuevas amidas: hidroxi-y-isosanshool (129)
bungeanool e isobungeanool (130 y 131) siendo estos dos Gltimos isGmeros geométricos
(Mizutani et al, 1988). De la misma forma se aislaron tres nuevas alquilamidas insaturadas:
tetrahidrobungeanool (132), dihidrobungeanool (133) y por ultimo dehidro-y-sanshool

(134) (Xiong et al., 1997).
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Zanthoxylum rubescens es conocido por sus compuestos picantes y aromaticos. En
la medicina tradicional es usado para tratar el dolor de muelas y como expectorante. Por lo
general, las amidas encontradas en otras especies se destacan por su accion antibacterial,
anticonvulsiva y antiepiléptica (Sengupta y Ray, 1987). Estas propiedades biologicas han
estimulado la busqueda de mas principios activos, por esa razon, se estudiaron las cortezas
del tallo, de las cuales se aislaron tres novedosas amidas cuyas estructuras fueron
confirmadas mediante sintesis: rubescenamida (135), rubescenamina (136) y zanthosina

(137) (Adesina, 1989). Durante otro estudio realizado a las cortezas del tallo y raices de
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esta especie se aislaron cuatro nuevas estructuras; en el extracto de metanol: rubemamina
(138), rubemamida (139), dioxamina (140), dioxamida (141) y rubesamida (142), aislada
por primera vez por Dadson y Minta (1976). Todas las estructuras fueron corroboradas

mediante sintesis (Adesina y Reish, 1989).
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Los frutos de varias especies de Zanthoxylum son usados como estomaquicos
aromaticos y como especias para la comida en Japon. Los pericarpios maduros son
vendidos en el mercado Japonés, entre ellos los mas populares son los de Z. piperitum,
aunque actualmente en la mayoria de los mercados se vende es el Budo-Zanthoxylum,
conocido como “Budo-Zansho”. Estos frutos son cultivados en una zona limitada de la
Prefectura de Wakayama en el sur de la isla Honshi, en Japon. Las amidas presentes en el
fruto del Budo-Zanthoxylum fueron estudiadas. En un extracto de cloroformo se obtuvo
como resultado el aislamiento de wuna nueva amida: N-isobutil-2.4,8,10,12-
tetradecapentaenamida (143), conjuntamente con las amidas: y-sanshool (119), hidroxi-y-
sanshool (120), o-sanshool (121) e hidroxi-a-sanshool (122) (Kashiwada et al., 1997).

Zanthoxylum lemairie es una planta medicinal de tamafio variable, que puede ser un
arbol pequefio o muy grande dependiendo de la edad o del lugar donde se desarrolla. En los
bosques tropicales del oeste de Africa abunda esta especie, y como algunos de los tipos de
las especies de Zanthoxylum, al masticar las raices produce un sabor muy picante, y por
ende, produce una salivacion abundante, por lo general, son masticadas por los ancianos

para aliviar las llagas en las encias. En un estudio a los extractos de cloroformo de las raices
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y cortezas aislaron las amidas: N-isobutil-2,4-octadienamida (144), N-isobultil-2 4-
tetradecadienamida (145), N-isobutil-2,4-eicosadienamida (146), y-sanshool (120) y seis
amidas aromaticas: fagaramida (147), piperlonguminina (148), herclavina (149),
zanthomamida (119), arnottianamida (117) y zanthosinamida (150) (Adesina ef al., 1997a).

De la misma forma, en el extracto de cloroformo de los pericarpios, dos nuevas
amidas aromaticas fueron obtenidas: lemairamina (151) y lemairamida (152)

(Adesina ef al ., 1997b).
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Zanthoxylum armatum es extensamente usado en la medicina tradicional de la India,
como carminativo, antihelmintico y para calmar el dolor de estobmago. Las cortezas son
picantes, y las ramas son preparadas en infusion para el dolor de muelas. Los frutos y
semillas, son empleadas como tonico aromatico para la fiebre, dispepsia y para expulsar
lombrices intestinales. Las cortezas fueron extraidas con metanol a temperatura ambiente,
de donde se aislo un compuesto cristalino que resultd ser una nueva amida aromatica

(trans-cinnamoilamida): armatamida (153) (Kalia ez al., 1999).
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En una investigacion realizada con el objetivo de determinar los constituyentes
quimicos y los principios de agregacion plaquetaria, se estudiaron los frutos de
Zanthoxylum integrifolium. Del extracto de metanol se aislaron tres nuevas isobutilamidas:
lanyuamida 1 (154), lanyuamida I1 (155) y lanyuamida 111 (156) (Chen et al., 1999a).

Zanthoxylum schinifolium es un arbusto con ramas encorvadas y espinosas que se
encuentra en China, Corea, Japon y en los bosques montafiosos de Taiwan.
De una exploracion hecha a las hojas de esta especie se aisldé un nuevo producto natural:

cis-fagaramida (157) (Cheng et al., 2002).
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Las plantas pertenecientes al género Zanthoxylum, también biosintetizan algunos
lignoides, este tipo de productos naturales se presentan en plantas vasculares; éstas a su vez
poseen tejidos enriquecidos con lignina. La mayoria de los lignoides son dimeros, que se
forman por la condensacion oxidativa de dos moléculas de alcoholes cinamilicos entre si o
con acidos cinamicos, el resultado se conoce como lignanos. Los neolignanos se forman
por condensacion de dos unidades de fenilarilcarbinoles y propenilfenoles. Por esta razon
los carbonos y de las cadenas laterales son oxigenados en los lignanos y no oxigenados en
los neolignanos (Marcano y Hasegawa, 1991). A continuacion se describen algunos

lignoides que se han encontrado en el género.



Lignina Acido trans-cinamico

En un estudio fitoquimico a las especies australianas de Zanthoxylum,
especificamente a las cortezas del tallo de Z pluviatile, un arbol que alcanza
aproximadamente 35 m de alto y crece en las montafias de los bosques lluviosos al este de
Nueva Guinea, incluyendo las Islas Solomon, se aislaron dos nuevos lignanos: pluviatolida
(158) y pluviatilol (159), y junto a ellos hinokinina (160) y isohinokinina (161). De la
misma forma, de una fraccion fenolica se determind la estructura de otra nueva sustancia
llamada pluviatida (162), que puede tratarse de un derivado de la pluviatilol (159). Todas
las estructuras, para la época fueron propuestas por consideraciones espectroscopicas
(Corrie et al., 1970).

160) trans (162)
(161) cis
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En el extracto de éter de petroleo de las cortezas de dos especies africanas de
Zanthoxylum, Z. chalybeum y Z. capense, se aislo: (+)-sesamina (163), éste producto
natural, al parecer, es muy comin en especies del género, ya que también se localizd
previamente en Z. senegalense y en Z. viride (Fish et al., 1973).

Las cortezas del tronco de Zanthoxylum piperitum fueron examinadas y se
determinaron cinco nuevos lignanos: xanthoxylol (164), piperitol (165), sus 7,y-dimetilalil
¢teres (166 y 167) y sanshodiol (168), ademas se detectaron lignanos ya conocidos tales
como (-)-asarinina (169), (+)-sesamina (163) y pluviatilol (159) (Abe et al., 1974).

En un estudio realizado a las fracciones apolares de las hojas de Zanthoxylum
culantrillo se aislaron y caracterizaron dos lignanos: la (-)-eudesmina (170) y la
(+)-epieudesmina (171), estos compuestos al parecer ya habian sido encontrados en algunas
especies asiaticas (Swinehart y Stermits, 1980). En afios recientes, en los extractos
etanolicos de las hojas de esta especie se encontro un nuevo lignano tetrahidrofuranico: 3,4-
dimetoxi-3’,4’-metilenodioxi-7,9’-epoxilignano-9-ol (172), cuya estructura fue elucidada

mediante técnicas espectroscopicas (Cuca et al., 1998).
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169) (170) Anillos arilicos cis
(171) Anillos arilicos frans

El Zanthoxylum tessmannii es considerado por algunos botanicos como sindénimo de
Z. gilletii; sin embargo, otros los consideran como especies diferentes. En los extractos de
las cortezas de las raices solo se aislaron lignanos comunes para el género como
(+)-sesamina (163), savinina (173) y el éter metilico de arctigenina (174) (Foyere ef al,
1984).

De las hojas y cortezas secas de Zanthoxylum fagara se obtuvo un nuevo lignano
denominado meridinol (175), el nombre de este compuesto se debe a que la muestra fue
recolectada en Lagunillas, Estado Mérida, en Venezuela. La determinacion de la estructura
se evidencio por espectroscopia y rayos-X, siendo el primer reporte de un lignano en esta
especie (Amaro ef al., 1988).

En un estudio efectuado a los componentes de cuatro especies de Zanthoxylum
(estas especies se encuentran en peligro de extincion por la expansion de la agricultura):
Z. setulosum, Z. valens, Z. kellermanii y Z. fagara que se encuentran en el centro y sur de
América se encontro: en las hojas de Z fagara recolectada en Cali, Colombia,
(+)-eudesmina (170) y (+)-epieudesmina (171); de las cortezas de Z. valens recogida en
Tocache, Peru, (-)-kobusina (176), (-)-asarina (169) y (+)-sesamina (163); de la madera de
Z. setulosum, recogida en San José de Costa Rica, (+)-sesamina (163) y (+/-)-siringaresinol
(177); en la cascara de la semilla de Z. kellermanii cosechado en Rio Nanay, cerca de
Tampoto, Pert, (-)-pinoresinol (178) y mataresinol (179) (Marcos et al., 1990a). Esté

ultimo compuesto también fue hallado en Z. schinifolium (Chang et al., 1997).
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De las fracciones solubles en cloroformo de la madera de Zanthoxylum ailanthoides

colectada en San-Ti-Men, Taiwan, se determind un nuevo nor-lignano: ailanthoidol (180).
Las hojas y las cortezas de esta especie son usadas en la medicina folklorica para el
tratamiento del resfriado comun y las mordeduras de serpiente (Sheen ef al., 1994).

En una investigacion hecha a las plantas medicinales de Camertn, se reportaron y
caracterizaron para Zanthoxylum heitzii dos nuevos lignanos: meso-2,3-bis (3,4,5-
trimetoxibencil)-1-butanol  (181) y 4-acetoxi-2 3-bis(3,4,5-trimetoxibencil)-1-butanol
(182); también se encontraron lignanos ya conocidos como: el éter metilico de arctigenina
(174) y (+)-sesamina (163). Todos fueron aislados de las cortezas del tronco (Ngouela et
al., 1994).

Por otro lado, como parte de una investigacion a la composicion quimica de las
plantas brasilefias se determiné en las hojas de Zanthoxylum petiolare un lignano
furofurano (183), asi como también, nuevamente (+)-sesamina (163) y piperitol (165)
(Arruda ef al., 1994).

De los pericarpios de los frutos de Zanthoxylum lemaire de Nigeria se aislaron y
confirmaron mediante sintesis, una serie de lignanos: savinina (173), hinokinina (160) 2,3-
di-(3,4-metilenodioxibencil)-2-buteno-4-olida (184), metil éter de arctigenina (174),
guayadenina (185), metiltrachelogenina (186) (+)-sesamina (163) y 2-veratrilmetil-3-

piperonil-y-butirolactona (187) (Adesina et al., 1997a).



De igual forma, en un estudio a los constituyentes del extracto de metanol de los
frutos secos de Zanthoxylum integrifolioum fueron aislados dos nuevos lignanos:
el éter di-(3,3’-dimetilalilico) de (+)-pinoresinol (188) y el éter 3-dimetilalilico de

(+)-pinoresinol (189) (Chen et al., 1999b).
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De las cortezas del tronco de Zanthoxylum simulans se aislo un lignano de nombre
(-)-simulanol (190) (Yang, ef al., 2002). Del Zanthoxylum usambarense se aislaron:
éter di-(3,3’-dimetilalilico) de (+)-pinoresinol (188) y (+)-sesamina (163) (He et al., 2002).

En el extracto de acetato de etilo de las cortezas secas de Zanthoxylum budruga se
aislaron: (+) sesamina (163) y (-)-siringaresinol (191), que para esa oportunidad fue
reportado por primera vez en la especie a pesar de ser muy comun en la familia Rutaceae
(Rahman ef al., 2005). Finalmente, de las cortezas del tronco de Zanthoxylum davyi,
(F. davyi) recolectado en Mpumalanga, al sur de Africa, se encontro un lignano: meso-

sesamina (192) (Tarus ef al, 2006).
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11.1.d.- CUMARINAS Y CROMONAS

Las a-pironas que se generan por la lactonizacion del acido o-cumarico se conocen
como cumarinas y estan ampliamente distribuidas en el reino vegetal. La estructura mas
simple, es la cumarina misma, y es utilizada como aromatizante en confiteria.

Las cumarinas se encuentran en su mayoria oxigenadas en el C7, y presentan a
menudo una o varias unidades de isopreno en posiciones orto al oxigeno fendlico, que
puede a su vez formar, por degradacion de la cadena, furocumarinas lineales o angulares.
Son compuestos altamente fluorescentes bajo luz UV y aun en la region visible,
particularmente cuando se rocian con acido sulfurico. Las isocumaronas son estables en
medio acido y existen pocos ejemplos de las mismas. Las cromonas poseen un nucleo
benzo-y-pirona y presentan un maximo de absorcion en UV muy intenso a 240-250 nm,

mientras que las cumarinas presentan un minimo en esa region (Marcano y Hasegawa,
1991).

COOH

Pz
L
OH
O 0 ' oS o ‘

=

a-pirona Acido o-cumarico Cromona

Algunas especies del género Zanthoxylum presentan estos tipos de productos

naturales y a continuacion se describen algunos de ellos.
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De la corteza de Zanthoxylum dominianum se aisld la cumarina de nombre
suberosina (193), aislada por primera vez del Z. suberosum; aunque, en una revision parcial
del género publicada por Hartley en 1966, expresa que Z. suberosum, Z. dominianum y
Z. ovalifolium son la misma especie y que el nombre preferido es el ltimo. Sin embargo, al
examinar el material se identificoé como Z. dominianum, recolectado en Nueva Guinea. En
este mismo estudio, también se aislaron otras cumarinas: isopimpinellina (194), 7-metoxi-
cumarina-6-aldehido (195) y dos nuevas: suberenol (196) y ciclobisuberodieno (197)
(Guise et al., 1967).

Del extracto de éter de petrdleo de las cortezas pulverizadas de Zanthoxylum
elephantiasis, se hallaron en grandes cantidades: xanthoxyletina (198) y dihidro-
xanthoxyletina (199); ambas cumarinas fueron identificadas por sus propiedades fisicas y
técnicas espectroscopicas (Tomko ef al., 1968).

Xanthoxyletina (199), asimismo, fue encontrada en un estudio de las cortezas del
tallo de Zanthoxylum sarasinii (Simeray, et al., 1988). Afios mas tarde fue aislada una
piranocumarina de las cortezas de las raices de Z. elephantiasis y fue identificada como
cis-avicennol (200) la cual anteriormente habia sido aislada de Z. avicennae (Gray et al.,
1975), de Z dipelatum (Fish et al., 1975a) y en la misma especie Z. sarasinii (Fish et al.,
1976a); de igual manera, se encontro una piranocumarina angular que denominaron como
avicennol (201), este producto natural solo se encuentra en las especies de la familia
Rutaceae y por lo general en este género. La identificacion fue confirmada por comparacion
de los datos espectrales obtenidos previamente para el cis-avicennol (200) (Gray ef al.,
1977).

(193)
(195) o
O
\O o . /(,) O O
197 (194)
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De Zanthoxylum arnottianum se aislo una nueva cumarina fenolica de nombre

arnottinina (202) y cuya estructura fue establecida mediante datos espectrales (Ishii y
Ishikawa, 1975).

En el extracto de éter de petroleo de las cortezas del tallo de Zanthoxylum dipelatum
aislaron una nueva piranocumarina y le dieron el nombre de dipelactona (203) y un posible
contaminante, otra piranocumarina, la dipetalina (204). Estas estructuras se confirmaron
mediante sintesis (Fish ez al., 1976b).

Del extracto de hexano de la madera de Zanthoxylum procerum de Costa Rica,
obtuvieron un optimo rendimiento de la cumarina: 6,7 8-trimetoxicumarina (205)
(Boulware y Stermitz, 1981). Afios mas tarde, este producto también lo aislaron del
Z. lemairie (Adesina et al., 1997a).

De los extractos de los frutos de Zanthoxylum fagara de Méjico precipito un solido
de color naranja-rojizo cuyo analisis espectroscopico mostrd que se trataba de una nueva
bi-1socumarina, la cual llamaron: castanaguyona (206) (Snyder et al., 1981).

De la misma manera, cuatro cumarinas conocidas fueron halladas en las raices de
Zanthoxylum usambarense: toddaculina (207), fellopterina (208), isopimpinellina (194)
y toddalolactona (209), y una nueva cumarina natural: OJ-metilcedrelopsina (210) (Kokwaro

et al., 1983).
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El estudio de los constituyentes quimicos de las especies americanas de
Zanthoxylum, aislaron una nueva cromona: 5-hidroxi-7-metoxi-2-pentilcromona (211) del
extracto de éter de petroleo de las cortezas de Z. valens y de Z. microcarpum, siendo
¢ésta la primera cromona que se ha aislado con un grupo pentilo sobre C2 (Jiménez ef al.,
1989). De las hojas, frutos y cortezas de Z. rhoifolium se aislaron seis cumarinas las cuales
identificaron como: isopimpinellina (194), fellopterina (208), imperatonina (212),
auraptena (213), umbelliferona (214) y S-hidroxiauraptena (215) (Arruda ef al., 1992a).

El estudio del extracto de cloroformormo de la corteza de Zanthoxylum schinifolium
permitid el aislamiento de dos nuevas terpentilcumarinas: 7-(5°,6’-dihidroxi-
37, 7’dimetilocta-2’, 7’ -dienniloxi)-cumarina (216) vy 7-(5,6’-dihidroxi-3’,7 -eniloxi)-8-
metoxicumarina (217), ademas de las conocidas anisocumarina (218) y collinina (219)
(Chang et al., 1997). Otro reporte realizado de las cortezas de las raices condujo al
descubrimiento de ocho nuevas cumarinas: metiischinilenol (220), 8-metoxianisicumarina
(221), schinitrienina (222), hidroxiepoxicollinina I (223), hidroxiepoxicollinina II (224),
schininallilona (225), isoschinilenol (226) e hidroxischininalhol (227) (Tsai ef al., 2000).
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If.1.e.- FLAVONOIDES

Los flavonoides (figura 5), sin ser metabolitos primarios, se encuentran en la
mayoria de los vegetales superiores. Su estructura por lo general, comprende un anillo A
derivado de la cadena policétida, un anillo B, con sustitucion en posicion 4 (para) y tres
atomos de carbono que unen los anillos A y B, que son los que corresponden a la parte
alquilica del fenilpropano. Los representantes mas abundantes de los flavonoides naturales
son las flavonas y los flavonoles. En la naturaleza se encuentran tanto libres como

formando glicosidos (Marcano & Hasegawa, 1991).

———> Posiciones de oxigenacion

Figura 5. Estructura general de los flavonoides.

Existen pocos reportes acerca de este tipo de producto natural dentro del género
Zanthoxylum; seguidamente se describen algunos de ellos.

Zanthoxylum acanthopodium y Z. alatum son especies muy conocidas en la India.
Bose y Bose en 1939, aislaron dos flavonoides: tambulina 'y tambulol de Z. acanthopodiunt,
las estructuras fueron asignadas como J3,7-dihidroxi-3,8,3 -trimetoxiflavona y 35,7-
dihidroxi-6,8,4 -trimetoxiflavona, respectivamente. Afios mas tarde, Balakrishna y Seshadri
en 1947, aislaron un flavonol: tambuletina (228), en lugar de tambulina y tambulol, de
algunas plantas y la caracterizaron como 8-O-metilherbacetina. Luego, Harborne en 1971,
demostrd que la tambuletina (228) aislada por Balakrishna y Seshadri era un glicosido,
3,3, 3 -trihidroxi-7,4 -dimetoxi-8-O-glucosilflavona. Sin embargo, en un estudio hecho al
extracto de metanol de las semillas de estas especies, se logro aislar de nuevo la
tambuletina (228), confirmando su verdadera estructura como 3,5,3-trihidroxi-7,4°
dimetoxi-8-O-B-D-glucopiranosilflavona (Ramachandran ez al., 1982).

Zanthoxylum alatum, también se conoce como Z. armatum o Z. planispinum, se
caracteriza por ser un arbol siempre verde con un follaje bastante denso y crece en las

altitudes entre 1000-2100 msnm en los valles del Himalaya. En un estudio efectuado a las
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semillas de esta especie se asilaron dos nuevos flavonoides: zanthoxylflavona (229) y
geranioloxialatumflavona (230) (Ramidi & Ali, 1999).

De Zanthoxylum rhoifolium del sur de Brasil también se han encontrado flavonoides
como: vitexina (231), isovitexina (232) y hesperidina (233) (Arruda, et al., 1992a). Este

ultimo también fue aislado de las raices del Z. avicennae (Fish et al., 1975b).

RI. R2 R3 R4 RS R6 R7
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De un extracto preparado con 95% de etanol y consecuentemente separado con
hexano, cloroformo, acetato de etilo y butanol de los pericarpios de Zanthoxylum
bungeanum, se identificaron nueve flavonoides: hiperina (234), quercetina (235),
quercitrina (236), foeniculina (237), rutina (238), 7-glucésido de isorhamnetina (239),
3,5,6-trihidroxi-7,4’-dimetoxiflavona (240), 7-glucosido de 3’ 4’-dimetil éter de quercetina
(241) y 3,7-bis-glucosido de tamarixetina (242) que fueron verificadas por comparacion
con datos espectroscopicos descritos en la literatura (Xiong ef al., 1995).

De los frutos de Zanthoxylum integrifolium se encontré un nuevo flavonoide: 3,5-

diacetiltambulina (243), en la fraccion soluble en cloroformo (Chen ez al., 1999b).
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i1.1.f.- TERPENOIDES

La variedad estructural de los terpenoides dificulta el resumen de las caracteristicas
comunes de estos compuestos, pues no solamente se trata de los grupos funcionales, sino
ademas del nimero de atomos de carbono que conforman el esqueleto. Los terpenoides
estan distribuidos ampliamente en el reino vegetal, su frecuencia y abundancia estan ligadas
a factores climaticos y genéticos. De manera general, los terpenos obedecen a lo que se
conoce como la regla del isopreno, es decir, la secuencia de los atomos que conforman
un terpenoide es tal que pueden localizarse varias unidades consecutivas de isopreno
(figura 6). Por ejemplo, los monoterpenos poseen dos unidades de isopreno, o sea diez
atomos de carbono, los sesquiterpenos contienen quince atomos de carbono, los diterpenos
veinte atomos de carbono, los triterpenos treinta atomos de carbono, y asi sucesivamente

(Marcano & Hasegawa, 1991).

)ﬁ
Figura 6. Unidad de isopreno

La mayoria de los terpenoides que se encuentran en el género Zanthoxylum estan
ubicados en los aceites esenciales de las hojas o los frutos, y al igual que los flavonoides
existen pocos reportes acerca de estos tipos de metabolitos secundarios; a continuacion se
presentan algunos de ellos.

Zanthoxylum rhetza se encuentra mayormente distribuido en la India, éste ha
exhibido propiedades antibibticas y es prescrita para la dispepsia y para la diarrea. Los
frutos son aromaticos y son usados como estimulante y sus extractos son activos contra
varios microorganismos patogenos (Mathur ef al., 1967). Del extracto de éter de petroleo,
de las cortezas de esta especie se aislo un nuevo triterpenoide cetopentaciclico y le dieron el
nombre de xanthoxylona (244) o 7-ceto-f-amireno. Su estructura y estereoquimica fueron
determinadas por comparacion siguiendo los datos espectrales del B-amireno (245)
(Chatterjee et al., 1974). Los aceites esenciales de los frutos de esa especie tienen como

componente mayoritario el mullilamdiol (246); éste fue identificado mediante
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espectroscopia IR y RMN (Mathur ef al., 1967). En el mas reciente estudio de esta especie
encontraron un nuevo compuesto, el alcohol 3,5-dimetoxi-4-geraniloxicinnamilico (247)

(Ahsan et al., 2000).

OH

CH

(246) (247)

Aunque, algunos dioles y diol-éteres han sido aislados de fuentes naturales, como en
el caso anterior, también se han aislado compuestos trioxidos que son bastantes raros; sin
embargo, en una investigacion de los aceites de los frutos de Zanthoxylum budrunga se
aislo un extrafio y nuevo monoterpeno triol (248); su estructura fue confirmada por medio
de sintesis (Thappa et al., 1976). Otro estudio por espectroscopia de gases-masas y por
métodos olfatorios de aceites esenciales realizado a las hojas de Z. gilletii de Camerun dio
como resultado principalmente terpenos, algunos de ellos fueron: mirceno (249), terminen-
4-0l (250), limoneno (251), canfeno (252), a-pineno (253), B-pineno (254), geraniol (255),
ocimeno (256), terpinen-4-ol (257), sabineno (258), linalool (259), B-cariofileno (260),
y-cadieno (261), fenchol (262) y a-terpireno (263) (Jirovetz et al., 1999).
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De igual manera, en los aceites esenciales de las hojas de Zanthoxylum procerum de
Costa Rica se aislaron los mismos terpenoides que en Z. gilletii; ademas de estos, también
se aislaron B-fellandreno (264), a-cubebano (265), humuleno (266) y aromadendrano (267)
(Vila et al., 2002). Resultados semejantes se encontraron en el aceite esencial de los frutos
de Z. rhoifoilum, (de Abreu et al., 2003b) y en el aceite de la semilla de Z. alatum (Ramidi
etal, 1998).

Por otro lado, de las cortezas de Zanthoxylum ailanthoides 1dentificaron dos nuevos
sesquiterpenos que fueron caracterizados como: 10f-metoximuurolan-4-en-3-ona (268) y
10a-metoxicadinan-4-en-3-ona (269) (Cheng ef al., 2005).

Del extracto hexanico de las hojas frescas Zanthoxylum rhoifoilum recolectado en
Mérida, Venezuela, se reportd por primera vez dos diterpenos: 13(S)-8a,15-labdanodiol
(270) y 13(R)-8a,15-labdanodiol (271), estas estructuras fueron identificadas por
espectroscopia y rotacion optica (Santiago y Rosquete, 2004).

Por ultimo, de las cortezas de Zanthoxylum sarasiinii se aislaron terpenoides que

son muy comunes; estos son: lupeol (272) y B-sitosterol (273) (Simeray et al., 1988).

46



OH

(270)
(271)

13(5)
13 (R)

47/



I1I. Buinesia arborea Cl. Gay (ZYGOPHYLLACEAE)
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IIL1 FITOQUIMICA DE LA FAMILIA ZYGOPHYLLACEAE

Como se menciond en la introduccion, existen pocos estudios acerca del género
Bulnesia, por lo que es necesario investigar la fitoquimica reportada de la familia
Zygophyllaceae, para conocer de los tipos de metabolitos secundarios que podrian
biosintetizar los géneros pertenecientes a esta familia y su abundancia. Varios géneros de la
familia Zygophyllaceae han sido explorados fitoquimicamente desde mediados del siglo
XX, los cuales han revelado que dicha familia biosintetiza una variedad de metabolitos
secundarios mayoritarios, principalmente alcaloides, terpenoides y flavonoides.
Adicionalmente, dicha familia se caracteriza por ser rica en saponinas triterpénicas y
esteroidales

Ifi.1.a.- Alcaloides

Existen muy pocos reportes acerca de este tipo de compuestos para la familia
Zygophyllaceae. Algunos de ellos se encuentran en los frutos de 7ribulus terrestris,
conocidos popularmente en China como “jili” y famosos por su alta actividad
farmacologica. Durante la continuacion de una investigacion de nuevos productos naturales
bioactivos, el extracto crudo de los frutos secos de esa planta mostro una actividad
antiinflamatoria significante e inmunosupresora y conllevo al aislamiento de un nuevo

alcaloide que llamaron tribulusterina (274) (Wu et al., 1999).

Peganum nigellastrum comunmente esta localizado en la region noroeste de China.
En la medicina tradicional de ese pais es usada para el tratamiento de reumatismos, accesos
y enfermedades inflamatorias (Ma et al., 2000). Un estudio farmacologico realizado a esa
planta reveld que la fraccion basica posee una potente actividad antitumoral. (Xiao ef al.,
1988). De esa planta se han aislado cuatro alcaloides tipo cantin-6-ona: luotoninas A (275)
y B (276) (Khaliq et al., 2009), luotoninas C (277) y D (278), tres alcaloides quinolinicos
ya conocidos pero aislados por primera vez de esta especie: 3-fenilquinolina (279),
3-(4-hidroxifenii)-quinolina (280) y 3(1H-indol-3-il)-quinolina (281), y un alcaloide
B-carbolina: harmina (282) (Ma ef al., 2000) que también se ha encontrado en P. harmala

(Al-Shama et al, 1981; Ayoub ef al., 1989; Nettleship y Slaytor, 1974).
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De esta ultima especie se han aislado también otros alcaloides de tipo B-carbolinas
como harmalina (283) y harmalol (284), estos compuestos al igual que harmina (282) son
conocidos por ser estimulantes del sistema nervioso central e inhibidores de aminooxidasas
(Ayoub er al., 1989). Una investigacion realizada a una sustancia aislada también del
P. harmala, denominada hidroclorhidro de peganina (285) demostré una fuerte actividad

contra amastigotos y promastigotos de Leishmania donovani (Khaliq et al., 2009).
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Ti1.1.b.- AMIDAS.

Hasta el momento, no se han encontrado gran variedad de estos compuestos en la
familia Zygophyllaceae, solo han sido reportados en las semillas de P. harmala, de donde
aislaron N,N’-[(3-hidroxi-5-metil)-oxamida (286) (Ayoub et al., 1989).

En los frutos de TIribulus terrestris determinaron una nueva amida, la

terrestribisamina (287). 7. cistoides, conocida al sur de Africa, Estados Unidos y se
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extiende a lo ancho de América Central, puede ser toxica para el ganado ovino y en
consecuencia causar dafios economicos; los nativos de México la llaman “abrojo de tierra
caliente” y las infusiones acuosas de las raices son usadas para los desordenes en los
rifiones y en la vejiga, también son usadas contra la malaria. De esta planta aislaron

N-docosanoiltiramina (288) y N-tetracosanoiitiramina (289) (Achenbach ez al., 1994).
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Iii.1.c.-FLAVONOIDES

Dentro de la familia Zygophyllaceae se han aislado numerosos flavonoides. Gran
parte de la actividad farmacologica que ha sido reportada para los géneros pertenecientes a
esta familia se debe a la presencia de estos compuestos. A continuaciéon se muestran
algunos de ellos.

Estudios fitoquimicos realizados a Fagonia sinaica demostraron la presencia
de flavonoides glicosidados como 3,7-O-Di-B-D-glucopiranosido de isorhamnetina (290)
(Al et al, 1988). De Peganum harmala se han aislado algunos flavonoides:
7-0-[6"’-0-glucosil-2"’-O-(3""*-acetilramnosil)]-glucésido de acacetina (291), 7-O-[2”-O-
ramnosil-2" glucosil)]-glucésido  de acacetina (292), 2”’-O-ramnosil-2’’-O-glucosil-
citisosido (293) (Sharaf ef al, 1997) y 7-O-[ramnosil-(1-4’")-gluco-(1-6"")-6"""-O-
acetilsoforosido] de acacetina (294) (Ahmed y Saleh, 1987; Saleh, 1994).

El género Tribulus es el mayormente representado dentro de la familia
Zygophyllaceae, cuenta con aproximadamente veinticinco especies (Saleh ez al., 1982)
de las cuales las mas comunes en la India son 7. terrestris, 1. cistoides y T. alantus
(Bhutani et al., 1969) y por lo general estan distribuidas en zonas aridas y semiaridas del
Medio Oriente, Africa, Asia Menor y Australia (Saleh e al., 1982). De 7. terrestres se han

aislado varios flavonoides tales como: rutina (295) (Dinchev et al., 2008), 3-glucdsido de
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quercetina (296), 7-glucosido de quercetina (297), 3-gentiobidsido de quercetina (298),
3-rutinosido de quercetina (299), 3-gentiotriosido de quercetina (300), 3-gentiobidsido-7-
glucosido de quercetina (301), tribulosido (302) (Bhutani e al., 1969), 3-rutinésido de
kaempferol (303), 3-gentiobidsido de kaempferol (304), 7-glucosido de kaempferol (305),
3-glucosido de isorhamnetina (306), 3-gentiobiosido de isorhamnetina (307), 3-rutindsido
de isorhamnetina (308), 3-p-cumaroilglucopirandsido de isorhamnetina (309), 3.7-
diglucosido de 1sorhamnetina (310), 3-gentiobiosido-7-glucosido de isorhamnetina (311),
3-gentiotriosido de isorhamnetina (312), 3-gentiotriosido-7-glucdsido de isorhamnetina
(313) (Saleh e7 al, 1982). Todos estos compuestos igualmente fueron aislados de
1. pentandrus, y ademas también se encontraron 3,7-diglucosido de quercetina (314),
3-rutinésido-7-glucosido de quercetina (315), 3-glucosido de kaemferol (316), 7-glucosido
de kaemferol (317) y 3,7-diglucosido de kaemferol (318) (Saleh ez al. 1982).
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El género Larrea esta compuesto por cinco especies extendidas al norte y sur de
América, especificamente en las zonas aridas y semiaridas del continente. Algunas especies
como L. cuneifolia, L. nitida y L. ameghinoi son oriundas de Argentina. L. divarcata crece
principalmente en Argentina y escasamente en pequeiias poblaciones en Peru, Chile y

Bolivia y L. tridentata se extiende al norte de Ameérica. La quimica de la resina externa de
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L. ftridentata ha despertado mucho interés debido a su poder antioxidante, ya que
aproximadamente un 50 % p/p de los metabolitos secundarios que ella biosintetiza son
flavonoides (Sakakibara et al., 1975; 6, Sakakibara y Mabry, 1975; Sakakibara ef al., 197).

Algunos estudios de estas especies como L. cuneifolia y L. tridentata reportaron
flavonoides tales como:, 3,7,3’-trimetiléter de quercetina (319), 7,3’,4’-trimetiléter de
quercetina (320), 3,7,3’,4’-tetrametiléter de quercetina (321), 3,7-dimetiléter de quercetina
(322), 7,3’-dimetiléter de quercetina (323), 3 ’-metiléter de quercetina (324), 3.3’-
dimetiléter de quercetina (325), 3,7-dimetiléter de kaempferol (326), 3-metiléter de
kaempfterol (327), 7-metiléter de kaempferol (328), kaempferol (329) (Sakakibara ez al.,
1976; Valesi et al., 1972), 7,3’ -dimetiléter de luteolina (330), 3 -metiléter de luteolina
(331), 7-metiléter de apigenina (332), apigenina (333), dihidromiricetina 3’,5’-dimetiléter
(334) (Sakakibara et al., 1976).

R1 RZ R3 R4 R5 R
(3199  H OCH; OH H  OCH;, OCH,
(3200 H OCH; OCH; H OH OCH;
(321) H OCH; OCH; H OCH; OCH,
(322)  H OH OH H OCH; OCH,
(323)  'H OCH; OH H  OCH, OH
(324 H OCH; OH H OH OCH;
325) H OCH; OH H OCH, OH
326 H H OH H OCH, OCH;
3277 H H OH H OCH; OH
(328) H H OH H OH OCH,
(3299 H H OH H OH OH
(330) OCH; OH H H H  OCH;
(331) OCH; OH H H H OH
332) H OCH; H H H  OCH,
(333) H OCH, H H H OH
(334 H OCH; OH OCH; OH OH

El género Zygophyllum esta conformado por plantas que crecen al noroeste de
Africa, en la region de Arabia. Z. simplex es muy comun en Egipto y el jugo de sus hojas es
usado como locion limpiadora y para el tratamiento de marcas en la piel ocasionadas por
lesiones. Un estudio realizado a esta especie reportd algunos flavonoides conocidos como
3-rutinésido de kaempferol (303), 3-glucosido de isorhamnetina (306), 7-metiléter de

kaempferol (328) (Hassanean y Desoky, 1992).
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Iii.1.d.-SAPONINAS

Las saponinas, son un grupo de sustancias glicosidicas que se disuelven en agua y
poseen la propiedad de formar espuma al agitar la solucidon. Por hidrolisis de una saponina
(acida, microbiologica o enzimatica) se obtienen carbohidratos y una aglicona
“sapogenina’”, la cual estructuralmente pueden ser de tipo esteroidal (C27) o triterpenoidal
(C30) (Marcano y Hasegawa, 1991).

La familia Zygophyllaceae es muy rica en saponinas, las cuales constituyen un
grupo farmacodinamico en los productos naturales por su extenso rango de actividad
biologica (Ahmad et al., 1993). Subsiguientemente, se muestran algunos ejemplos de ello.

El género Iribulus es uno de los mas populares dentro de esta familia, pues muchas
preparaciones farmacéuticas y suplementos alimenticios estan basados en fracciones de
saponinas de esta planta y son vendidas mundialmente (Xu et al, 2000). Existen
varias investigaciones fitoquimicas dirigidas de 7. terrestris originario de China, India y
Bulgaria, mientras que estudios de esta misma especie pero nativa de otros paises como
Turquia, Moldava, Surafrica, Australia y Rumania son muy limitados (Dinchev ef al.,
2008). En una revision realizada con el fin de comparar si existen diferencias entre las
saponinas aisladas en la misma especie pero recolectada en lugares diferentes conllevo a
concluir que: las saponinas fusionadas entre los anillos A y B en posicion cis solo son
encontradas en 7. ferrestris de China, las saponinas tipo gitogeninas no estan presentes
en 1. terrestris de India y Bulgaria, mientras que las saponinas tipo figogeninas,
gitogeninas y hecogeninas predominan en 7. ferresiris de China, las saponinas tipo
Jurostanol y espirostanol sulfatado son aisladas de 7. terrestris de Bulgaria y finalmente la
protodioscina (355), es considerado como el componente mas dominante de 7. ferrestris
(Kostova y Dinchev, 2005).

Un estudio fitoquimico realizado a los constituyentes de los frutos de 7. terresiris,
se aislaron cinco nuevas saponinas esteroidales: terrestrosina A (335), B (336), C (337), D
(338) y E (339), junto con cinco saponinas conocidas: desgalactotigonina (340), gitonina
(341), gitonina-F (342), desglucolanatigonina (343) y 3-O-B-D-xilopiranosil-(1—2)-[p-D-
xilopiranosil-(1—3)]-p-D-glucopiranosil-(1—4)-[a-l-ramnopiranosil(1—2)-B-D-galacto-

piranosido de tigogenina (344) (Wang ef al., 1996).
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Un estudio posterior a esta misma especie, revelo la presencia de seis nuevas
saponinas furostanicas: terrestrosinas F (345), G (346), H (347), 1 (348), J (349) y K (350)
(Wang et al., 1997). Ademas en otros estudios, también se aislaron saponinas conocidas
tipo espirostanicas como, dioscina (351) y tribestrina (352) (Dinchev et al, 2008),
hecogenona (353) y (25K)-3,6,12-triona-5a de espirostano (354) (Xu ez al., 1998) y tipo
furostanicas como, protodioscina (355), prototribestina (356) y pseudoprotodioscina (357)

(Dinchev ef al., 2008).
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De las partes aéreas de 7. cistoides recolectada en El Cairo, Egipto, se aislo una
saponina espirostanica cardiotonica y le dieron el nombre de cistocardina (358), al igual
que saponina-4 (359) y saponina-3 (360), asimismo mostraron cardioactividad, junto a
ellas, saponina-1 (361), tribulosina (362), saponina-6 (363), saponina-7 (364), saponina-8
(365) y saponina-9 (366) (Achenbach ef al., 1994).

Una investigacion llevada a cabo al extracto de metanol de las partes aéreas de
1. alatus, se aislaron seis nuevas saponinas: (25S)- 2a,3p-diol-3-O-B-D-galactopiranosil-
(1-2)-0O-[B-D-glucopiranosil-(1—3)]-O-B-D-glucopiranosil-(1—4)-p-D-galactopiranosido
de Sa-espirostano (367), (258)-3B-0l-3-0-B-D-galactopiranosil-(1—2)-O-[B-D-
glucopiranosil-(1—3)]-O-B-D-glucopiranosil-(1—4)-B-D-galactopiranosido de 50-
espirostano (368), (258)-26-O—p-D—Glucopiranosil-3p,220,26-triol-3—O—fB-D-
galactopiranosil-(1—2)-O-[B-D-glucopiranosil-(1—3)]-O-B-D-glucopiranosil-(1—4)-8-D-
galactopiranosido de Sa-furostano (369), (25S)-26-O-B-D-glucopiranosil-3f,22a,26-triol-3-
O-B-D-glucopiranosil-(1—2)-O-[B-D-glucopiranosil-(1—3)]-O-B-D-glucopiranosil-(1—4)-
B-D-galactopiranosido de Sa-furostano (370), (22S,255)-16-O-B-D-Xilopiranosil-3[3,16[,
22,26-tetraol-3-0O-B-D-glucopiranosil-(1—2)-0-[ B-D-glucopiranosil-(1—3)]-O-B-D-gluco-
piranosil-(1—4)-p-D-galactopiranosido de Sa-colestano (371), (228,25S)-4-en-3-ona-16-0-
B-D-xiopiranosido de 16,22 26-trihidroxicolestano (372) (Temraz et al., 2006).
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Como parte de una investigacion a las plantas que crecen en el desierto Egipcio,

iniciaron un estudio a las partes aéreas de 7. pentandrus, basandose en el gran interés de

otras especies del mismo género. Del extracto etanodlico se aislaron siete nuevas saponinas

esteroidales, de las cuales, cinco son colestanicas: pentadrosidos A (373), B (374), C (375),

D (376) y E (377), una furostanica: pentadrosido F (378) y un inusual aciloxipregnano:

pentadrésido G (379), que probablemente es un derivado de la degradacion del esqueleto

furostanico (Hamed ez al., 2004).
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El género emblematico de la familia Zygophyllaceae es el género Zygophyllum que
abarca aproximadamente 100 especies alrededor del mundo. Varias de sus especies han
sido estudiadas fitoquimicamente, ejemplo de ello es Z. propinquun de donde se han
aislado nuevas saponinas de nucleo ursano como: zygophylosido B (380) (Ahmad er a/
1990), que también ha sido encontrado en otras especies como Z. coccineum, Z. dumosum y
Z. album (Elgamal et al 1995), zygophylésidos C (381), D (382) y E (383) (Ahmad ef al.,
1992, Ahmad er al, 1993), v ademas de estos, una saponina conocida: 3-O-B-D-
glucopiranosido de B-sitosterol (384) (Ahmad ef al., 1992a).

En estudios realizados a otras especies de este género han encontrado componentes
similares a los ya mencionados, como el zygophylosido F (385) aislado de Z. coccineum,
Z. dumosumy Z. album (Elgamal et al 1995), zygophylosidos G (386) y H (387), y 3-O-B-
D-glucopiranosil-28-0-B-D-glucopiranosil éster del acido quindvico (388) aislados de las
especies Z. coccineum y Z. dumosum, zygophylosidos 1 (389), J (390) y K (391)
encontrados en Z. decumbens (Pollmann et al., 1997, Matos et al., 1986), zygophylosidos O
(392) y P (393) de Z. fabago (Feng et al., 2008) y zygophylosido N (394) de Z. gaetulum
(Aquino ef al., 2001). De Z. coccineum se han obtenido asimismo saponinas conocidas:
3-0-o-L-arabinopiranosil-(1—2)-f-D-quinovopiranosil éster del acido quindvico (395)
(Ahmad et al., 1990a; Pollmann et al., 1997) , 3-O-[B-D-2-O-sulfonilquinovopiranosilo del
acido quinovico (396), 3-O-B-D-glucopiranosilo del acido quinovico (397), 3-O-B-D-
quinovopiranosil-28-O-B-D-glucopiranosil éster del acido quinovico (398) (Ahmad er al.,
1993; Pollmann ef al., 1997)y 3-O-B-D-quinovopiranosil del acido quinovico (399) (Ahmad
et al, 1990a), este ultimo también ha sido aislado en las especies Z. dumosum y
Z. propinquun (Pdllmann et al., 1997, Elgamal ef al., 1995) y finalmente el 3-O-B-D-2-O-

sulfonilquinovopiranosil-28-O-B-D-glucopiranosil éster del acido quindvico (400) ha sido
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aislado de las especies Z. gaetulum, Z. dumosum y Z. propinquun (Ahmad et al.,
Pollmann et al.,
especificamente Z. geslini, que es usado como antidiabético en ese pais, de las raices y

partes aéreas asilaron los zygophylosidos E (383), G (386) y H (387) y el 3-O-B-D-

1993:

1997). Durante una investigacion de las plantas medicinales de Argelia,

quinovopiranosil-28-0-B-D-glucopiranosil éster del acido quindvico (398) (Smati et al,,

2007).
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Otro género caracteristico de la familia Zygophyllaceae es el género Fagonia, el
cual esta representado por 18 especies extendidas en Egipto y Pakistan. Las plantas
pertenecientes a este género son usadas en la medicina folklorica de esos paises para el
tratamiento de lesiones en la piel. Adicionalmente, es usada como remedio para el cancer
en sus primeras etapas (Shaker ef al., 1999). Algunos estudios farmacologicos preliminares
llevados a cabo a estas especies demostraron que las mezclas de saponinas obtenidas del
60% del extracto acuoso de etanol exhiben actividades antiinflamatorias y antipiréticas con
un débil efecto analgésico (Mellek ez al., 1996).

F. indica se encuentra distribuido ampliamente en Egipto y Pakistan. De los
extractos de metanol de las partes aéreas de esta especie, aislaron y elucidaron

dos saponinas ursanicas: acido 23,28-di-O-f-D-glucopiranosiltaraxaster-20-en-28-o0ico
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(401) y acido 3P, 28-di-O-B-D- glucopiranosil- 23- hidroxitaraxaster- 20-en-28-oico (402)
(Ansari et al., 1987). De los extractos de etanol obtuvieron una mezcla de saponinas
triterpénicas las cuales fueron acetiladas para luego purificar y caracterizar 21,220-epoxi-
23-0-B-D-glucopiranosido de nahagenina (403) (Ansari ef al., 1987, Ansari et al., 1988).
En el afio 1999, Shaker y colaboradores detectaron dos nuevas saponinas oleandnicas que
fueron llamadas: indicasaponina A (404) e indicasaponina B (405) y una conocida 3-O-[B-
D-giucopiranosil-(1—3)-a-L-arabinopiranosil]-28-O-[ B-D-glucopiranosil] éster del acido

ursolico (406) (Shaker ef al., 1999).

Ri1 R2 R3
om _on
(40 1 ) H uoéﬁ\f&{)ﬁl HO g :\if/f\\o\\ P
ou oH
on OH
402) }mfog\“//\o\\ﬂ)g H HOM
on OH

R1 R2 R3
0[“ i o
N N
“04) e CH,  H
3 0
etV
e PPN
OH o (405) Hok‘//vo;/ o o H CH;
HOW ///\o\x;
N
(406) A CH; H

OH

66



De F. arabica, nativa de Egipto se aislaron e identificaron siete nuevas saponinas,
dos  tipo  ursanicas:  3-O-B-D-xilopiranosil(1—2)-[B-D-gluco-piranosil(1—3)]-a-L-
arabinopiranosil-28-O-B-D-glucopirandsido  del acido ursolico (407) y 3-O-B-D-
xilopiranosil (1—2)-[B-D-gluco—piranosil-(1—3)-a-L-arabinopiranosil-28-0O-f-D-gluco-
pirandsido del acido 27-hidroxiursolico (408) y cinco oleananicas: 3-O-f-D-xilopiranosil
(1—-2)-[p-D-gluco-piranosil(1—3)]-o—~L—arabinopiranosil-28—-0-p-D-glucopiranosido  del
acido oleanolico (409), 3-O-B-D-glucopiranosil(l—2)-[B-D-glucopiranosil(1—3)]-a-L-
arabinopiranosil-28-O-f-D-glucopirandsido  del acido oleandlico (410), 3-O-B-D-
xilopiranosil(1—2)-[B-D-gluco-piranosil(1— 3)]-a-L-arabinopirandsilo del acido oleanolico
(411), 3-O-B-D-glucopiranosil(1—2)-[B-D-gluco-piranosil(1—3)]-a-L-arabinopirandsilo del
acido oleandlico (412), 3-O-B-D-xilopiranosii(1—2)-[B-D-gluco-piranosil(1—3)]-L-
arabinopiranosilo del acido 27-hidroxioleanolico (413) (Miyase ef al., 1996).

De los extractos etanolicos de I. mollis, recolectada Egipto fueron aisladas tres
nuevas saponinas: 3-0-6’-O-metil-B-D-glucuronopiranosido del acido oleandlico (414),
3-O-a-L-ramnopiranosil(1—3)-6’-O-metil-B-D-glucuronopirandsido del &acido oleandlico
(415) y 3-O-o-L-ramnopiranosil(1—3)-6’-O-metil-B-D-glucoropirandsido-28-0-gluco-
pirandsido del acido oleanodlico (416) (Melek ef al., 1996).
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Conjuntamente, las fracciones que contienen saponinas de F. crefica mostraron una

actividad antiinflamatoria significativa y un considerable efecto analgésico y antipirético
(El-Shabrawy et al., 1997). De las partes aéreas de esta especie aislaron cuatro nuevas
saponinas oleananicas y fueron caracterizadas como: 3-O-[f3-D-glucopiranosil(1—2)-o-L-
arabinopiranosil]-28-O-B-D-glucopiranosido  de  hederagenina  (417),  3-O-[B-D-
glucopiranosil(1—2)-a-L-arabinopiranosil]-28-O-[3-D-glucopiranosil(1—6)-3-D-gluco-
piranosido] del &cido oleandlico (418), 3-O-[B-D-glucopiranosil(1—2)-a-L-arabino-
piranosil]28-O-[B-D-glucopiranosil(1—6)--D-glucopiranosido] del acido 27-hidroxi-
oleanolico (419), 3B-O-[B-D-glucopiranosil(1—2)-a-L-arabinopiranosil]-28-O-[ B-D-gluco-
piranosil(1—6)-B-D-glucopirandsido] del acido olean-12-en-27-al-28-oico (420) (Abdel ef
al ., 2000).

Ri R2 R3
@17) OH CH; Glc
(418) H CH,OH Glc(1—6)Glc
419) H CH;  Gle(1—6)Gic
(420) H CHO  Glc(1—6)Glc

o wo Glc=-p-glucopiranosil
HO

El género Guaiacum es uno de los mas populares dentro de la familia
Zygophyllaceae, al igual que el género Tribulus. La especie mas abundante es el
G. officinale que es una planta ornamental y frecuentemente cultivada en los jardines de
Pakistan (Ahmiad ef al, 1990a). La madera, en infusion, es utilizada como diurética,
sudorifica, sialagoga y como enjuague para la boca (Ahmad et al., 1984). De las hojas de

esta especie aislaron cuatro saponinas que denominaron guaicinas B (421) (Ahmad et al.,
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1989a), C (422), D (423), E (424) y F (425) (Ahmad ez al., 1990). De los frutos de esa

especie fueron aisladas dos nuevas saponinas: guaianinas F (426) y G (427) (Ahmad et al.,

1989b).
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Para finalizar, el género Balanites comprende aproximadamente 34 especies. La

especie mas conocida es la B. aegyptiaca que es un arbol siempreverde y es encontrado en

las sabanas de los bosques tropicales y subtropicales (Hardman y Abayomi, 1970). Del

extracto metanolico de los frutos se aislaron y caracterizaron la 3-balanitina (428) y la

balanitosida (429) (Hosny et al., 1992).
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Iii.1.e.- TERPENOIDES

Dentro de la familia Zygophyllacea solo se han reportado algunos terpenoides,
siendo poco comunes en ella. Seguidamente, se muestran algunos ejemplos de estos
compuestos.

Uno de los pocos estudios hechos del género Bulnesia, fue de la especie
B. samientii, en el afio 1962, de donde reportaron la presencia de sesquiterpenoides de la
serie del guaiano: B-patchouleno (430), o-buineseno (431), B-bulneseno (432), cis-B-

guaieno (433) oxido-guaiano (434), guaiol (435) y bulnesol (436) (Bates y Slagel, 1962).

e b

(430) (431) (432) 33)
OH OH
/
(434) (435) (436)

70



También se han encontrado diterpenos de la serie del pimarano en el género
Fagonia, propiamente de las partes aéreas de F. bruguieri, los cuales fueron caracterizados
como: fagona (437), hallada también en la F. glutinosa (Abdel et al., 1993), 16-O-
acetilfagonona (438), 7-B-hidroxifagonona (439), 7-a-hidroxifagonona (440), 2,7-
dioxofagonona (441), 16-O-acetil-2,7-dioxofagonona (442), 15,16-di-O-acetil-2,7-
dioxofagonona (443), 7-O-acetil-2-0x0-5-epi-fagonona (444), 2-oxo-5-e¢pi-fagonona (445)
(Abdel et al., 1994). Cabe destacar que anteriormente no habian sido reportados
compuestos de este tipo dentro del género [agonia ni en la familia Zygophyllaceae, por el

contrario a las flavonas que son consideradas como marcadores taxonomicos de este género
(Abdel er al., 1993).

RI R2 R3
437 =0 OH
(438) =0 OAc
(439) H H OH
(440) H H OH
R1 R2
(441) OH OH
(442) OH OAc
(443) OAc OAc
R
(444) OAc
(445) H

Los esteroides son un poco mas abundantes, algunos ejemplos de ellos se han
encontrado en el género Tribulus, tales como: 25R-espirost-4-eno-3,12-diona (446), 25R-
espirost-4-eno-3,6,12-triona (447), hecogenina (448), gitogenina (449), tigogenina (450)
aisladas del 7. ferrestris (Xu et al., 1998) y neo-hecogenina (451) y neo-tigogenina (452)
de T.cistoides (Achenbach et al, 1994). Tigogenina (450) también fue aislada de
Kallstroemia tribuloides (Barbosa et al., 1989).
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De Guaiacum officinale, asimismo se aislaron triterpenos conocidos, como el acido
3B-20e-dihidroxi-30-nor-olean-12-en-28-oico (453), el acido 3pB-hidroxi-30-nor-olean-
12,19-dien-28-oico (454) y el 3f-hidroxi-30-nor-oleano-12,19-dien-28-oato de metilo
(455) (Ahmad et al., 1984).

RI  R2
446) H H

(447) :O HO

R
(449) OH
@450) H

HO

(453)

De los géneros Larrea y Fagonia, han reportado algunos triterpenoides como por
ejemplo: 3B-(3,4-dihidroxicinamoil) eritrodiol (456) y 3B-(4-hidroxicinamoil) eritrodiol
(457) de L. tridentata (Xue ef al., 1988) y un nuevo triterpenoide, larreagenina (458) de la
L. divaricata que también fue encontrada en G. officinale (Ahmad et al., 1984), acido
oleandlico (459) de F. cretica (Rimpler y Rizk, 1969), acido ursélico (460) y la
hederagenina (461) de [ indica (Atta-ur et al., 1984).

En Ultimo lugar, pocos esteroides se han aislado de Balanites aegyptiaca uno de

ellos es la 6-metildiosgenina (462) (Hosny et al., 1992).
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II1.1.f.-LIGNANOS

Hace algunos afios, se reportaron para la familia Zygophyllaceae algunos lignoides.
A pesar de esto, no son muy abundantes dentro de ella. Entre ellos se pueden citar los
siguientes: el acido nor-dihidroguairético (463), aislado de L. tridentata y L. cuneifolia
(Sakakibara et al., 1976; Valesi et al., 1972; Elakovich y Kennet 1985) y acido
a-guaiaconico (464) (Kratochvil et al., 1971).
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I11.1.g.~-CUMARINAS

Las cumarinas también forman parte de la fitoquimica de la familia Zygophyllaceae,
que al igual que los lignanos, son poco profusos en ella. Uno de los reportes acerca de

cumarinas aisladas son bergapteno (465) y marmesina (466) (Ahmed et al., 1981).

2 //
= OH
o o °
o s} 0

(465) (466)

L. 1.h.-OTROS COMPUESTOS

En la familia Zygophyllaceae se encontrd un éster de cadena larga,
tetraoctacontanoato de pentahexilo (467) en L. divarcata (Seigler ef al., 1974) y un ciclo
alcano polihidroxilado, pimitol (468) aislado de [ indica (Atta-ur et al., 1984), dichos
compuestos son poco comunes dentro de la familia; sin embargo, estudios recientes han

comprobado que el pinitol (468) tiene una alta actividad antidiabética (Sivakumar vy

Subramaman, 2009).

o o
Aty
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(467) X=C4g; Y=C55 (468)
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Los géneros de la familia Zygophyllaceae y las especies del género Zanthoxylum
biosintetizan productos naturales como flavonoides, saponinas, terpenoides, entre
otros, por lo que se espera obtener compuestos similares en los diferentes extractos de
las hojas y tallos de Bulnesia arborea Cl. Gay. y en las hojas de Z. rhoifolium Lam.

Algunas de las sustancias responsables de las actividades farmacologicas atribuidas la
familia Zygophyllaceae y al género Zanthoxylum pueden estar presentes en los
diferentes extractos de las hojas y tallos de B. arborea Cl. Gay. y en las hojas de

Z. rhoifolium Lam.

De acuerdo con las hipotesis formuladas, se plantearon los siguientes objetivos:
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Aislar y purificar los metabolitos secundarios mayoritarios presentes en los diferentes
extractos de Bulnesia arborea Cl. Gay. y de Zanthoxylum rhoifolium Lam.

Caracterizar mediante técnicas espectroscopicas: infrarrojo (IR), ultravioleta visible
(UV), espectrometria de masas (EM), resonancia magnética nuclear (RMN) uni- y
bidimensional, rotacion especifica (RE), difraccion de rayos-X vy transformaciones
quimicas, de ser necesarias, a las sustancias aisladas.

Enviar los diferentes extractos y las sustancias aisladas para sus posteriores estudios

alguna actividad biologica.
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VI.-RESULTADOS Y DISCUSIONES
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VL1.- Zanthoxylum rhoifolium LLAM (Rutaceae)

Las hojas frescas de un ejemplar del Zanthoxylum rhoifolium, fueron sometidas a
extracciones sucesivas, en caliente, con solventes de polaridad creciente (hexano, acetona y
metanol) hasta agotamiento, haciendo uso de un soxhlet (Natori et al., 1981). Después de
obtenidos los extractos, fueron concentrados al vacio por medio de un rotavapor a una
temperatura no mayor de 40 °C.

El extracto acetonico, con peso de 52,30 gramos, fue preabsorbido sobre gel de
silice y posteriormente sometido a diferentes procesos de fraccionamiento y separacion
(Esquema 1) utilizando varias técnicas cromatograficas, como cromatografia sobre gel de
silice, sobre Sephadex LH-20%, en capa gruesa, entre otras (Coll & Bowden, 1986; Henke,
1995; Mikes, 1979; Natori ef al., 1981; Simpson, 1976; Sjovall et al., 1968; Snyder &
Kirkland, 1974; Stahl, 1969).

Esquema 1. Procedimiento empleado en la separacion y purificacion de los compuestos
obtenidos de las hojas Zanthoxylum rhoifolium.

Cromatografia en

Extracto Acetonico columna al vacio | Subfracciones
Crudo TAB,C,D......

Cromatografia en
columna himeda

Cromatografia sobre
Subfracciones |  Setphadex LH-20 Subfracciones
Ajpggeeee By A s Bi,s...
| Productos
cromatografia Preparativa Puros

sobre Capa Gruesa
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De esta manera se logro aislar un novedoso alcaloide monoterpénico derivado de la
quinolina, 7-O-neril éter de 2-quinolona [}, un sesquiterpeno de la serie del ylangano, el
1B-hidroxi-f-ylangano {2}, un diterpeno de la serie del labdano, el 13(S)-8a-13-epoxilabd-
14-eno {3} vy un compuesto aromatico metoxilado, el 4,6-dimetoxibenzofurano {4} A

continuacion se describira en detalle la caracterizacion estructural de cada compuesto.

Cuadro 1. Compuestos aisiados del extracto de acetona del ias hojas de Z. rhoifolium.
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VL1.a.- 7-O-neril éter de 2-quinolona o zanthoxyfolina [1}:

A LY

De la reunion A [Hex-CH,Ch (1:1)] obtenida de percolar el extracto en columna de
gel de silice, se aislo, después de repetidos procesos cromatograficos (Sephadex LH-20 y
CPCG), un solido amariilento {82 mg), el cual cristalizd en forma de finas laminas, con
punto de fusion (Pf) de 68-69 °C. La presencia en su espectro de masas (Figura 7) de un ion
molecular a m/z 297, permitié establecer su formula molecular CioHpnNG;, la cual resulio
coherente con el nimero de carbonos e hidrogenos observados en sus espectros de RMN-
C (Figura 8, Tabla 2) y RMN-"H (Figura 9, Tabla 3).
En su espectro IR (Figura 6, Tabla 1) se aprecian bandas de absorcion, entre las més

. . . -1 : . -1
esaltantes, de amidas primarias [V 3422 cm’ (N-H}], de carbonilos [vhax 1728 cm

-

e -1 ~ -1
(C=0)] vy de aromaticos [ 1614 cm™ (C=C) ¥ v 833 cm™ (=C-H)] (Rellamy, 1975).
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Figura 6. Espectro Infrarrojo (KBr) de [1].
Tabla 1. Bandas de absorcion significativas en el IR (KBr) de [1].
Vinax 3422 2925 1728 1614 1226 833
Asignacidén N-H C-H C=0 C=C C-O =C-H




Segin su formula molecular, C;oH23NO,, posee
nueve grados de insaturacion, en base a esto, en Su
espectro de RMN-"H (Figura 9), a campo bajo, se observan
dos dobletes en & 6,21 (H-4); 6 7.59 (H-3), con una

constante de acoplamiento, J= 9 Hz, lo que conforma

Constantes de
acoplamiento un sistema tipico AB, propio de un par de hidrogenos

“orto” acoplados, similar a esto, ocurre con una sefial doblete (d) en 6 7.32 (H-5) (/=9
Hz}, v otra doblete de dobletes () en 5 6 80 (H-6) (/;= 2.0, /o= 9,0 Hz) respectivamente,

y un singulete en & 6.77 (H-8), cuyas constantes de

acoplamiento, permiten establecer un sistema ABX. Ambos
sistemas se detectan claramente en el espectro 'H,'"H-COSY

(Figura 10). Las sefiales en el espectro de RMN-"C (BB y

DEPT-135) (Figura 8) de los carbonos que llevan estos
hidrégenos, fueron identificadas a 6 112.1  (C-4); & 143.3
(C-3), 6 128.6 (C-5); & 113.1 (C-6); 6 101.5 (C-8), a través

de su espectro HSQC (Figura 11). Estos datos accedieron a caracterizar las subunidad

Subunidad A

estructural [A}], el espectro HMBC (Figura 12 y 12.1; Diagrama 1) confirmo la presencia de
un nicleo bencénico 1,2 4-trisustituido, que concierne al sistema ABX anteriormente
identificado (correlaciones: C-8«<»HS, C-8«<H6), donde uno de los sustituyentes, es un
grupo que esta unido a un oxigeno [& 162.0 (C-7)], el cual se sitia “orfo” con respecto a
(C-6) y a (C-8), al mismo tiempo, establece gue dicho sistema esta fusionado con el sistema

AB {correlaciones: C-9H-5 C-9-H-8, C-9-H-4 y C-10-H-5, C-10H-3, C-10+

H-8), en este caso, uno de los sustituyentes “orto”
a (C-3) es un grupo carbonilo [8 161.1 (C-2)
(Correlaciones: C-2»H-3 y C-2e>H-4) vy

finalmente el otro sustituyente es el grupo —NH

referido en el espectro IR (Figura 7), por lo tanto,

se corrobora que se trata del nicleo derivado de la
Correlaciones C—H (HMBC) de 1a

Subestructura A 2-isoquinolona.




Por otro lado, en su espectro de RMN-'H (Figura 9), a campo alto, resaltan tres

sefiales que aparecen como singuletes [ & 1.57 (H-9"), 6 1.63 (H-8")
y & 1.73 (H-10%)], propias de metilos. Asimismo, una serie de
sefales que emergen como multipletes entre 6 2.10 y 8 2.03 que se
atribuyen a metilenos [6 2.10; 2.09 (H-5") y & 2.04; 2.03 (H-4)].

Ademas, entre 6 4.50 y 8 5.50, resaltan tres sefiales: un triplete en

0 5.43 (H-2’), un triplete de dobletes en 6 5.04 (H-6"), que por sus

Subunidad B

desplazamientos, son protones olefinicos y un doblete en & 4.57

(H-1") que podria ser un protén unido a una funcion

oxigenada. Dichas sefiales, se ajustan a lo observado en
el experimento DEPT-135 de RMN-"C (Figura 8) y con
el espectro HSQC (Figura 11) se logro asignar cada
sefal de proton con su carbono respectivo. Ahora bien,
mediante las correlaciones que muestra el espectro de

HMBC (Figura 12 y 12.1; Diagrama 1), se consiguio

Correlaciones C~H (HMBC) | establecer la subunidad estructural B, la cual confirmé
de 1a Subestructura B

ser una cadena alifatica de diez carbonos con dos dobles
enlaces, es decir, un monoterpeno, esto se estipul6 siguiendo las correlaciones a través de
los metilos [(C-2)<>(H-10"), (C-3")«>(H-10"), (C-4)«<>(H-10")] y [(C-6")«>(H-8’),
(C-6")y={H-9"), (C-T")«>(H-8")], v asi sucesivamenie.

Al balancear, en referencia la férmula molecular del compuesto [CoHaNG;], con
los atomos comprometidos con la subunidad A [CoHuNO;] y con la subunidad B
[CicHi0O], se completan los nueve grados de insaturacion que rige la formula del
compuesto, sin embargo, al haber un oxigeno extra, hace pensar que ambas subestructuras
comparten al menos un atomo de oxigeno, esto se ratificd con el especiro HMBC
(Figura 12 y 12.1; Diagrama 1) con la correlacion [(C-7)y—(H-1")].

En basc a todo lo anterior expuesto queda establecida 1a estructura como  7-O-neril

¢ter-2-quinolonalll.
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Figura 7. Espectro de masas y formula molecular de [1].
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Figura 8. Espectro de RMN-""C (CDCls, 100 MHz) [1].
Tabla 2. Desplazamientos quimicos (3) en el espectro de RMN-"C de [1].
C 2 3 4 5 6 7 8 9 10
3 (ppm) 161.1 143.3 112.8 128.6 113.1 162.0 101.5 112.3 155.7
Tipo C=0 =CH- =CH- =CH- =CH- =C< =CH- =C< =C<
C 1’ 2’ 3 4’ 5 6’ 7’ 8’ 9’ 10’
S (ppm) 65.4 118.4 142.1 26.1 39.4 123.5 131.8 25.5 17.6 16.8
Tl:])O -CH20- =CH- =C< 'CHz— -CHz- =CH- =C< -CH_; -CHg, -CH3
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Figura 9. Espectro de RMN-"H (CDCls, 400MHz) de [1].

Tabla 3. Desplazamientos quimicos (8), multiplicidad () v constantes de acoplamientos en el espectro RMN-'H de [1].

H 1 3 4 5 6 8 1’

O (ppm) - 7.59 6.21 7.32 6.80 6.77 4.57; 4.56
M - d d d dd 5 d

J (Hz) - 9 9 9 9;2 - 6
H 2° 4’ 5 6’ 8’ 9° 10°

S (ppm) 543 2.04;2.03 2.10; 2.09 3.04 1.63 1.37 1.73
M t I m td $ s s

J (Hz) 6 - - - - - -
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Diagrama 1. Correlaciones 'H/”Cenel espectro HMBC de [1].

C-5 c.9° c8°
\i 4 ¥
C-3 H-10" je—f C-2 C-7" je— H-8 |e C-6’ C-T" je— H-9" i C
C-7
] C-5
3 r
C-4 Je—f H6 Jo—s] C8 oy ,
y » H-3 | C-2
J 4 Py
C-3 Je—sf H-5 fesf C-10 e )
Y 2
C-9 |e
C-6 je—»f H-8

92




Luego de tener establecida la estructura del compuesto mediante los estudios de
RMN, se procedio a la confirmacion de la misma, usando la técnica de difraccion de rayos
X. El monocristal fue obtenido por cristalizacion, mediante la evaporacion lenta del acetato
de etilo en una solucion a 4 °C, dando como resultado un monocristal en forma de bloque
incoloro. La toma de datos de difraccion de rayos-X, se llevo a cabo en un difractometro
Bruker APEX-II y utilizando radiacion de Cu-Ko (A=1.54187A) con monocromador de
grafito. La estructura se resolvid por métodos directos y fue refinada con minimos
cuadrados utilizando el programa SHELX-02 (Sheldrick, 2008). La busqueda realizada en
el Cambridge Structural Database (CSD) no arrojo resultados, lo que indica que no hay
reportes cristalograficos para este compuesto. En la tabla 4, se muestran las condiciones
experimentales de la toma de datos, parametros de celda y parametros finales de
refinamiento y en las tablas 5, 6 y 7 se presentan las distancias, angulos de enlace y de

torsion.

Tabla 4. Datos cristalogrificos y condiciones experimentales para [1].

DATOS CRISTALINOS
Formula Ciol3NO,
Peso formula 297.38
Sistema cristalino Monoclinico
Grupo espacial P2)/c (No. 14)
Parametros de celda: a, b, ¢ (A) 36.286(5) 7.1402(12) 13.1416(16)
o, B,y (°) 90 100.334(6) 90
V(A% 3349.6(8)
Z 8
D(calc) [g em™) 1.179
o (CuKO) [ mm 0.598
Tamafio del cristal (mm) 020x 0.30x 0.30

TOMA DE DATOS

Temperatura (K) 571
Radiacion (A) CuKa 1.54178
® Min-Max (°) 1.2, 673
Datos tomados 43:42; -8: 8;-15:15
Datos totales, anicos, R, 41450, 5847, 0.106
Datos Observados [I> 2.0 sigma(l}] 2795
REFINAMIENTO
Nref, Npar 5847, 397
R, wR2,S 0.1220,0.4229, 1.31
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Tabla 5. Distancias de enlace (A) de [1].

Ol | -CIC | 1.424(6) | C7C | -C8C | 1.444(10)
ol -C7 | 1.366(6) | C8 | -C8A | 1.389(7)
02 C2 | 1.206(7) | c1C | -H101 | 0.9700
OlIl | -C71 | 1.369(6) | CIC | -H100 | 0.9700
O11 | -C1B | 14196) | c2Cc | -H97 | 0.9300
021 | -C21 | 1.196(7) 3 | -H96 | 0.9300
N1 | -C8A | 1.377(6) | C4 | -H99 | 0.9300
N1 “C2 | 1.388(6) | C4C | -H95 | 0.9700
N1 Hl | 08600 | C4C | -H94 | 0.9700
NIA | -C8IA | 1.3506) | C5 | -H98 | 0.9300
NIA | -C21 | 1.384(7) | €5C | -H103 | 0.9700
NIA | -HIA | 08600 | C5C | -H104 | 0.9700
CIC | -C2C | 1.500(7) | C6 | -H102 | 0.9300
C2 -C3 | 1.416(9) | C6C | -H105 | 0.9300
C2C | -C3C | 1.3048) | C8 | -H93 | 0.9300
3 -C4 | 1.338(9) | C8C | -H8C1| 0.9600
C3C | -C4C | 1.498(8) | C8C | -H8C2 | 0.9600
C3C [ -C10C | 1.505(8) | C8C | -H8C3 | 0.9600
C4 | -C4A | 1442@8) | C9C [ -H9C2 | 0.9600
C4A | -CSA | 1.365(7) | C9C | -HOCL | 0.9600
C4A | -C5 | 1381(7) | C9C | -HOC3 | 0.9600
C4C | -C5C | 1.517®) [ C10C | -HI10B | 0.9600
Cs -C6 | 1.370@8) | C10C | -HI0A | 0.9600
C5C | -C6C | 1.503(8) | c1oC | -H10C | 0.9600
C6 C7 | 1373(7) | CIB | -C2B | 1.497(7)
C6C | -C7C | 1.303(9) | C2B | -C3B | 1.304(8)
C7 -C8 | 1.369(7) | C3B | -C4B | 1.499(8)
C7C | -C9C | 1.51209) | C3B | -C10B | 1.500(9)
CiB | -C5B | 1.512(9) | C4B | -H4 | 0.9700
CsB | -C6B | 1.515@®) | ¢5B | -H12 | 0.9700
C6B | -C7B | 1.294(9) | CSB | -HI3 | 0.9700
C7B | -C8B | 1.463(10) | C6B | -H14 | 0.9300
C7B | -C9B | 1.502(10) | C8B | -HSB1 | 0.9600
C21 | -C31 | 1.4348) | C8B | -H8B2 | 0.9600
C31 | -C41 | 1.317(8) | C8B | -HSB3 | 0.9600
C41 | -C41A | 1.4448) | C9B | -H9B1 | 0.9600
C41A | -CSTA | 1.380(7) | C9B | -H9B2 | 0.9600
C41A | -C51 | 1.378®8) | C9B | -HOB3 | 0.9600
C51 | -C61 | 1.364(8) | C10B | -H10D | 0.9600
C61 | -C71 | 1.385(7) | C10B | -HIOE | 0.9600
C71 | -C81 | 1.360(7) | C10B | -HIOF | 0.9600
c81 [-C81A | 13937 | €31 | -Hit [ 0.9300
CiB| -H8 | 09700 | c41 | -H7 | 0.9300
CIB| -H9 | 09700 | C51 | -H6 | 0.9300
C2B | -HI0O | 09300 | C61 | -H5 | 0.9300
C4B | -H3 | 09700 | C81 | -H2 | 0.9300
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Tabla 6. Angulos de enlace (°) de [1].
CiC [ -0l €7 [11724)] O1 -C7 -C6 | 116.1(5)
CIB | -O11 | -C71 J1172(%) | C6C | -C7C | -C9C | 121.3(6)
C2 | N1 | -C8A [ 122.14) | C6C | -C7C [ -C8C | 124.06)
C8A | -NI -HI | 119.00 | €8C | -C7C | -C9C | 114.7(6)
C2 -N1 H1 | 1900 | €7 -C8 | -csA ] 1183(5)
C21 | -N1A [ -C81A [ 123.0@) ] N1 | -C3A | -C8 [116.2(4)
C81A | -N1A | -HI1A | 11800 | c4A | -C8A [ -C8 [ 123.2(5)
C21 [ N1A | -HI1A [ 11900 | N1 | -C8A | -C4A | 120.6(5)
Ol [ -Ci1C | -C2C [ 1082() | €2C | -CIC | -H101 | 110.00
NI -C2 -C3 | 116935)] O1 | CIC [ -H100 | 110.00
02 | -2 -C3 [ 12743 o1 | -cic [ -Hiot | 110.00
02 | -c2 | -N1 [1156() | HI00 | -C1C | -H101 | 108.00
CIC | -c2C | -C3C | 125.16) | €2C | -CI1C | -H100 | 110.00
2 | -C3 -C4 [12205) ] cic | -caCc | -H97 | 118.00
C2C | -¢3C | -caC [ 12545 | c3C [ -c2C [ -H97 | 117.00
c4c | -cac [ -croc 11375 2 -C3 | -H96 | 119.00
C2C | -C3C | -c10C [ 1209 | C4 -C3 | -H96 | 119.00
C3 -C4 | -C4A [ 120065 ] C3 -C4 | -H99 | 120.00
C4 | -c4Aa [ -c8Aa [118565) | caa | ¢4 [ -H99 | 120.00
C5 | -C4A | -C8A | 117.05) | €3C | -C4C | -H95 | 108.00
C4 | -C4A | -C5 [ 1246(5)] C5C | -C4C | -H94 | 108.00
C3C | -c4C | -C5C | 117.3@) [ ¢3C | -c4C | -H94 | 108.00
C4A | -Cs5 -C6 | 1211(5) ] H94 | -c4C [ -H95 | 107.00
caC | -csc | -ceC | 111.5G5) | ¢5C | -cac | -H95 | 108.00
C3 -C6 | €7 [1207G) | C4A | -¢5 | -H98 | 119.00
C5C | -CeC | -C7C | 127.6(6) [ C6 -C5 | -H98 | 119.00
0Ol -C7 -C8 [1242(5) ] C6C | -C5C | -H103 | 109.00
c6 | -C7 -C8 [ 119.7(5) ] c4C | -C5C | -H104 | 109.00
C6C | -C5C | -H104 | 109.00 | C1B | -C2B | -C3B | 124.7(5)
H103 | -¢5C | -H104 | 108.00 | c2B | -C3B | -C4B | 124.9(6)
C4C | -C5C | -H103 [ 109.00 | C2B | -C3B [ -C10B | 121.7(5)
‘ 120.00 | C4B | -C3B | -C10B | 113.4(5)
12000 | C3B | -C4B | -C3B | 117.2(5)
116.00 | C4B | -C5B | -C6B | 111.8(5)
11600 | C5B | -C6B | -C7B | 128.5(6)
121.00 | C6B | -C7B | -C9B | 122.5(7)
121.00 | CoB | -C7B [ -C8B | 123.1(6)
1| 11000 | C8B | -C7B | -C9B | 114.4(6)
2 | 110.00 | 021 | -C21 | -C31 | 127.1(5)
109.00 | 021 | -C21 | -N1A T
10900 | Ni1Aa | -c21 | -c31 [ 116455
110.00 | C21 | €31 | -0 b vt
W09.00 | C31 | -Cal | -C41A | 121.5(6) |
109.00 | C41 | -C41A | -C81A [ 116.8(5)
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C7C | -coC | -H9C3 | 109.00 | C41 | -C41A | -C51 | 125.905)
HOC1 | -C9C [ -H9C2 | 110.00 | C51 | -C41A | -C81A | 117.3(5)
C7C | -C9C | -H9C1 | 109.00 | C41A | -C51 | -C61 | 121.95)
HOC1 | -C9C | -H9C3 | 110.00 | C51 | -C61 | -C71 | 119.8(3)
HOC2 | -C9C | -H9C3 | 109.00 | C61 | -C71 | -C81 | 120.2(5)
HI10A [ -C10C | -H10C | 11000 | O11 | -C71 | -C61 | 115.2(5)
C3C | -C10C | -H10C | 109.00 | O11 | €71 ]| -C81 [ 124.6(5)
H10A | -C10C | -H10B | 109.00 | C71 | -C81 ] -C81A | 119.1(5)
3C | -C10C | -H10A | 109.00 | C41A | -C81A | -C81 [ 121.8(5)
C3C [ -C10C | -H10B | 109.00 | N1A [-C81A ] -C41A | 121.0(5)
H10B | -C10C | -H10C | 109.00 | N1A | -C81A | -C81 [ 117.2(5)
O11 | C1B | -C2B [ 10864 | O11 | C1B | -H8 | 110.00
011 | -C1B | -H9 | 110.00 | H8B2 | -C8B | -H8B3 | 110.00
C2B | -C1B | -H8 [ 11000 | C7B | -C9B | -H9BI1 | 109.00
C2B [ -C1B | -H9 | 11000 | C7B | -C9B | -H9B2 | 110.00
H8 -C1B -H9 108.00 C7B -C9B | -HI9B3 109.00
CiB | -c2B | -H10 [ 11800 | H9BI | -C9B | -H9B2 | 109.00
C3B [ -C2B | -HI0 | 11800 | H9B1 | -C9B | -H9B3 | 109.00
C3B | -C4B | -H3 | 108.00 | H9B2 | -C9B | -H9B3 | 110.00
C3B | -C4B | -H4 | 108.00 | C3B [ -C10B | -H10D | 109.00
C5B | -Cc4B | -H3 | 108.00 | C3B | -C10B | -H10E | 109.00
C5B [ -C4B | -H4 | 108.00 | C3B | -C10B | -HIOF | 109.00
H3 | -C4B | -H4 [ 107.00 | H10D | -C10B | -HI0E | 110.00
C4B | -C5B | -HI2 | 109.00 | H10D | -C10B | -H10F | 109.00
C4B | -C5B | -HI3 | 109.00 | HIOE | -C10B | -HI0F | 110.00
C6B | -C5B | -H12 | 109.00 | €21 | -C31 | -H11 | 120.00
C6B | -C5B | -HI3 [ 109.00 | C41 | -C31 | -HI11 | 119.00
Hi2 | -C5B | -HI3 ] 10800 | €31 | -ca1 | -H7 [ 119.00
C5B | -C6B | -HI4 | 11600 | C41A | -C41 | -H7 [ 119.00
C7B | -C6B | -HI14 [ 11600 | C41A ]| -C51 | -H6 [ 119.00
C7B | -C8B | -H&R1 | 109.00 | ca1r | -cs1 T -pe T irone
C7B | -C8B | -H8B2 | 109.00 | C51 | -Cé1 | -H5 [ 120.00
C7B | -C8B | -H8B3 | 109.00 | C71 | -C61 | -HS | 120.00
frenrt oo PoHgB2 [ 11000 | €71 | -C81 | -H2 | 120.00
| H8B1 | -C8B | -H8B3 | 109.00 | C81A | -C81 | -H2 | 121.00
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Tabla 7. Angulos de Torsion (°) de [1].
c7 | -0l -C1C [-C2C [-179.2(5)
Ci1C | -0l -C7 -C6 179.0(6)
ciC |-O01 C7 | C8 [-0.409
C71 -011 -CIB | -C2B | -179.3(5)
CIB | -O11 -C71 -Cé1 179.0(6)
CiB |-O11 |-C71 | -C81 |-0.7(9)
C2 -N1 -C8A | -C8 179.1(6)
C2 -N1 -C8A | -C4A | 0.4(9)
C8A | -N1 -C2 -02 -179.6(6)
C8A | -NI -2 -C3 -1.0(10)
C21 -N1A | -C81A | -C41A | -1.3(9)
C81A | -N1A | -C21 -C31 1.1(9)
C21 -N1A | -C81A | -C81 179.1(6)
C81A | -NIA |-C21 | -O21 | -178.5(6)
0] -C1C | -C2C | -C3C | 178.7(6)
02 -C2 -C3 -C4 -179.7(8)
Nl | -C2 -C3 C4 | -04(10)
C1C | -C2C -C3C | -C10C | 1.9(1D)
CIC [-C2C | -C3C [-caC | 179.3(6)
2 |-C3 C4 | -C4A | 2.0(1D)
C2C | -C3C [ -C4C | -C5C | 0.9(10)
C10C || -C3C | -C4C | -C3C | -179.2(6)
3 -C4 -C4A | -C5 -178.5(7)
C3 -C4 C4A | -C8A | 1.3(10)
C4 -C4A | -C5 -C6 179.6(7)
CSA | -C4A |-C5 | -Cé6 -0.1(10)
C5 -C4A | -C8A | -N1 179.3(6)
C4 -C4A | -CBA | -N1 -0.4(10)
C4 |-C4A |-C8A |-C8 -179.1(6)
C3 -C4A | -C8A | -C8 0.7(10)
C3C | -C4C | -C5C | -CoC | -178.4(6)
C4A | -C5 -C6 -C7 -0.4(11)
C4C | -C5C | -C6C |-C7C | -166.2(8)
C5 -C6 -C7 -0O1 -178.9(6)
C5 | -C6 |-C7 [-C8 |0.5(10)
C5C | -C6C | -C7C | -C8C | 0.4(14)
C5C | -C6C | -C7C | -C9C | -179.2(8)
o1 | -C7 C8 | -C8A | 179.4(6)
C6 |-C7 |-C8 |-C8A |0.1(10)
C7 -C8 -C8A | -NI -179.4(6)
C7 | -C8 -C8A | -C4A | -0.7(10)
011 -CIB | -C2B | -C3B | -179.4(6)
CiB | -C2B -C3B | -C4B 180.0(6)
CIB | -C2B | -C3B | -C10B | -1.2(10)
C2B | -C3B | -C4B | -C5B | 0.2(10)
CI10B | -C3B -C4B -C5B -178.7(6)
C3B | -C4B -C3B | -C6B. | -178.1(6)
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C4B [-C5B |-C6B | -C7B | -166.1(8)
C5B | -C6B |-C7B | -C8B | -1.1(13)
C5B | -C6B | -C7B | -C9B | 178.9(8)
021 | -C21 | -C31 | -C41 | 179.8(8)
NIA | -C21 [-C31 | -C41 [02(1])
C21 |-C31 |-C41 [-C41A]-1.2(1D)
C31 | -C41 [-C41A [ -C51 | -178.8(7)
C31 | -C41 | -C41A | -C81A | 1.1(10)
C4l | -C41A [ -C51 | -C61 | 179.3(7)
C41 | -C41A | -CS8IA | -NIA | 0.2(9)

C41 | -C41A | -C8IA | -C81 | 179.8(6)
C51 | -C41A | -C81A | -N1A | -180.0(6)
C51 | -CA1A | -C81A | -C81 | -0.4(10)
C41A | -C51 [-C61 | -C71 [0.911)
C51 |-C61 |-C71 |-O11 [-180.0(6)
C51 | -C61 [-C71 | -C81 |-0.3(10)
Oll |-C71 |-C81 |-C81A |179.0(6)
C61 | -C71 | -C81 | -C81A | -0.7(10)
C71 | -C81 | -C8IA | -NIA | -179.4(6)
C71 | -C81 |-C8IA | -C41A | 1.0(10)
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La estructura molecular de [i], resuelta por difraccion de rayos-X se muestra en la

figura 13. Esta estructura no posee atomos quirales, y a su vez, la estructura crecio en un
grupo espacial no-enantiomorfo, P2/c, por lo tanto, no se requirid el refinamiento de la

5
o\

Figura 13. Estructura molecular de [1]. Diagrama tipo ORTEP mostrando las elipsoides de desplazamiento
para los atomos no-hidrégenos (las elipsoides al 30% de probabilidad) v la numeracion de los atomos y de los
anitios

La estructura presenta seis enlaces de hidrogeno intermoleculares, los cuales se
describen en la tabla 8. Dichos enlaces y las interacciones de van de Walls existentes
producen un empaquetamiento cristalino en forma de capas en el plano ac con un
porcentaje de espacio ocupado de 66.4% como se muestra en la figura 14, Estos estudios
fueron realizados con la colaboracion de la Licenciada Julia Bruno y la Doctora Graciela
Diaz del Laboratorio de Cristalografia de la Facultad de Ciencias de la Universidad de los

Andes.

Tabla 8. Enlaces de hidrogenos presentes en [1].

Enlace D-H H-A D-A D-H-A Simetria Grafo

Cii-He. NTA  0.93006 0 23600 3. 16400~ 1772 o3y .
R} (8)

C41-H7...021  0.9300 24200 3.325(8) 164.00 x.1/2-v.-1/2+z C(3)

C31-H11..02 09300 24400 3.353(7) 169.00 -1+x,1/2-y,-1/2+z D(3) C2(8)

3384(7)  169.00  Fxy.z D3} :

i(‘"‘.:f} R 4 {

R;(8)

C4- H99...02 0.9300 2.4100 3.312(7) 164.00 x,1/2-y,-1/2+z C(5)
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Figura 14. Empaquetamiento cristalino de [1] a lo largo del plano ac.

De esta forma quedd, inequivocamente, establecida la estructura de 7-O-neril éter de
2-quinolona {1}, Del género Zanthoxylum, se han descrito numerosos terpenoides unidos a
esqueletos alcaloidales mediante un atomo de carbono, éste es el primer reporte de un
moncterpenc unido a un derivado de la 2-quineclona a través de un atomo de oxigeno y se le

dio el nombre de Zanthoxyfolina {1}, como nuevo producto natural.

AN ~ ‘ ~
M
(6] N O
[ H
(1]
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VI.1.b.- 1B-Hidroxi-B-ylangeno [2]:

De la misma reunion A [Hex-CH,Cl, (1:1)], tras varios procesos cromatograficos,
como columna de sephadex LH20 y cromatografia de capa gruesa, se aisld un aceite
color naranja (46mg), con un punto de ebullicion (Pe) de 123-124 °C. En su espectro IR
(Figura 15, Tabla 9), se destacan bandas de absorcion de tension de alcohol [Vina, 3413cm’™
(O-H) ¥ Viax 1374 cm™ (C-0)], de alcanos [Vmax 2926 cm™ (C-H)] y de alquenos [Vimay 1634
cm™ (C=C) y Vimax 887 cm™ (=C-H)] respectivamente (Bellamy, 1975).

peformacién
=C-~t
887 cmt

L

Tensibn

“1 c-0

A -

%1 Tensitn 1374 cm-
35 ]

o-+ Deformacisn

Eet 3413 cm! C-H

5

A 1454 cm-!

203 s

Tension
15
c-+

0 |

! 2926 cm

5]
0.0

4000.0 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1e00 800 600 4500

m-1

Figura 15. Espectro Infrarrojo (pelicula liquida NaCl) de [2].

Tabla 9. Bandas de absorcién significativas en el espectro de infrarrojo (pelicula liquida NaCl) de [2].
Vinax 3413 2925 1634 1454 1374 887
Asignacion O-H C-H Cc=C C-H Cc-0 =C-H

En su espectro RMN-"C (Figura 16, Tabla 10) de banda ancha, se perciben un total
de quince sefiales, que segun el DEPT-135 (Figura 16, Tabla 10), se desglosan de la
siguiente manera: tres carbonos metilicos [0 15.4 (C-13), 8 26.0 (C-14) y 0 28.6 (C-12)],
cuatro carbonos metilenos [0 26.6 (C-2), & 38.8 (C-3), 6 24.7 (C-8) y 6 41.7 (C-9)], un
carbono metileno olefinico [0 106.2 (C-15)], cuatro carbono metinicos [d 54.3 (C-5), § 27.4
(C-6),653.3 (C-7)y 029.9(C-11)] y tres carbonos cuaternarios, donde, uno de ellos esta

unido a un oxigeno [ & 81.0 (C-1)], otro esta hibridizado sp* [8 153.4 (C-4] y el otro es un
carbono sp® [8 20.2 (C-10)].
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En su espectro RMN-"H (Figura 17, Tabla 11) resaltan las sefiales de los protones
de los grupos metilos, un singulete [ 1.27 (H-14)] y un doblete que integra para seis
hidrogenos [d 1.03 (H-12) y & 1.03 (H-13)] lo que indica que son dos grupos metilos que

forman parte de un grupo isopropilo. También se observan grupos de sefiales que se

muestran como multipletes en la zona de metilenos y metinos y
un par de siguletes [0 4.65 y § 4.68 (H-15)] que integra para dos
protones, que por su desplazamiento evidencia ser un par de
protones olefinicos terminales.

Con estos datos, se llegd a la formula molecular

EE

Ci5H240, dicha formula revela que la molécula posee cuatro 12
Esqueleto del ylangeno

grados de tnsaturacion, por lo tanto, hace pensar que se trata de o
un sesquiterpenoide triciclico posiblemente de la serie del ylangano, la cual posee en su
estructura un doble enlace exociclico (Westfelt, 1967).

Basandose en esto, y con ayuda del espectro HSQC

(Figura 18), se consigui¢ asignar cada carbono con sus
respectivos hidrogenos. Dicho esqueleto se confirmo
mediante su espectro 'H,'H COSY (Figura 19) con los
acoplamientos: (H-11)<(H-7); (H-11)<(H-13/H-14);
(H-7)<>(H-8) y (H-6)«>(H-7), entre otros, y con el
espectro HMBC (Figura 20, Diagrama 2), donde se

observan las correlaciones (C-12)«> (H-13); (C-13)«

Correlaciones HMBC (H-12) y (C-11)(H-12)/(H13) lo que comprueba la

presencia del grupo isopropilo en la molécula. Ademas, se observan las correlaciones de los
protones del metilo [81.27 (H-14)] con los carbonos [(C-1)«(H-14); (C-9)«(H-14),
(C-10)«>(H-14)] vy a su vez fija la ubicacion del grupo oxidrilo sobre (C-1) con las
correlaciones [(C-1)«>(H-2); (C-1)—(H-9); (C-1)«>(H-14); (C-1)«>H-6)], asi como
también las del doble enlace exociclico [(C-15)«<(H-3);, (C-4)«>(H-3);, (C-4)—>(H-2) y
(C-4)>(H-5)] y la unidon para formar el tercer anillo se confirma con la correlacion
[(C-10)~(H-5)].
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Para definir la estereoquimica de la estructura, se recurre al espectro NOESY

(Figura 21), alli se contempla la correlacién entre los
protones [H-5+-H-6}, [H-5H-14] y [H-5<~H7] por

ende, el grupo oxidrilo se encuentra en orientacion [

debido al anillo tensionado en posicion a.
De esta manera, al consultar la bibliografia pudo

constarse que la estructura corresponde al 1B-hidroxi-

B-ylangeno [2]. El B-ylangeno fue aislado por primera Correlaciones NOESY

vez en 1964 en los aceites esenciales de la naranja

(Hunter y Brogden, 1964a), los primeros estudios realizados a su estructura determinaron
que el grupo isopropilo esta a-orientado y los hidrogenos angulares deben estar
B-orientados (Hunter y Brogden, 1964b); para que esto sea asi, la biogénesis del
B-ylangeno debe tener como precursor la trans-decalina (Motl ef al., 1965). El B-ylangeno,
ha sido encontrado en varias especies del género Pinus, sobre todo en los aceites esenciales
(Zavarin et al., 1980; Westfelt, 1967 y Snajberk y Zavarin, 1975) y en otras especies como
el Solidago canadensis (Kasali et al., 2002). Hasta el presente no se ha reportado su
presencia en el género Zanthoxylum. De igual manera, cabe destacar que esta estructura ha

sido confirmada mediante sintesis (Snider y Kulkarni, 1985).
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Figura 16. Espectro de RMN-""C (CDCl;, 100 MHz) de [2].
Tabla 10. Desplazamientos quimicos () en el espectro de RMN-"°C de [2].
C 1 2 3 4 5 6 7 8
3 (ppm) 81.0 26.7 388 153.4 53.4 54.3 29.9 24.7
Tipo >CO- -CH,- -CH»- =C< -CH< -CH< -CH< -CH;-
C 9 10 11 12 13 14 15
5 (ppm) 41.7 20.2 27.4 28.6 16.3 26.0 =CH,
Tipo -CH,- >C< -CH< -CH; -CH; -CH, 106.2
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Figura 17. Espectro de RMN-"H (CDCls, 400MHz), de [2].

Tabla 11. Desplazamientos quimicos (3), multiplicidad () y constantes de acoplamientos en el espectro RMN-"H de [2].

H 2a,b 3a,b 5 6 7 8
3 (ppm) 1.27.1.60 2.04:2.40 1.24 1.27 0.88 1.98, nd
M m m m m td m
J (Hz) - - - - - -
H 9a,b 11 12 13 14 15 a,b
S (ppm) 1.55.1.77 0.71 1.03 1.04 1.27 4.68; 4.65
M b m s s s d
J (Hz) - - - - - -
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Diagrama 2. Correlaciones 'H/"C en el espectro HMBC de [2].
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VL1.c.- Oxido de 8,13-epi-manoil-14-eno 6 13(S)-8a-13-epoxilabd-14-eno [3]:

De la reunion C de la cromatografia general, eluida en hexano/CH,Cl, (90%),
después de varios procesos cromatograficos, se aislé un solido color blanco (53 mg) con
punto de fusion (Pf) de 79-80 °C, que luego de varios procesos cromatograficos, se reveld
en cromatografia de capa fina (TLC) como una sustancia homogénea. En su espectro IR
(Figura 22, Tabla 12), se aprecian bandas de absorcion propias de grupos de carbono-
hidrogeno sp’ en Vi 2.926 y 2865 cm’', de carbono-oxigeno en V., 1.735cm™ y de

carbono doble enlace carbono en 1120 cm', entre otras.

1050
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c=C &
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55 |

65 |
50

PRGN
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bioz16s
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45 | | §.|o;'9xx
40 112005 S
351 107;30
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253 Tensidwn “—;;IESM - e ‘
20 | C-H B 74 &
2&26-2865 em Tension Tewsion
10 ] c=C c-O
3 1735 cm™ 1387 cm™
0,0 . . . . . —
44000 4000 3000 2000 1560 1000 450.0
am-1
Figura 22. Espectro Infrarrojo de (KBr) [3].
Tabla 12. Bandas de absorcion significativas en el espectro de infrarrojo (KBr) de [3].
Vaay (€M) 2926 1735 1642 1387 1120
Tension Deformacion
Asignacion Tension C-H | Tension C=H | Tension C=C asimétrica =CH fuera del
C-O plano
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El analisis detallado de sus espectros de RMN-"C
(BB) (Figura 23, Tabla 13) y RMN-'H (Figura 24, Tabla 12),

4 H :Hdd permitié fijar el namero, tipo de hibridacion y grado de
?—ﬂ:ls sustitucion de cada uno de los carbonos que conforman la
H, : molécula, con ayuda del espectro HMQC (Figura 25), en

Constante de acoplamiento VHz) | donde se diferencian  veinte carbonos: dos carbonos

cuaternarios sp> unidos posiblemente a un atomo de oxigeno [8 74.1 (C-13) y 8 76.0 (C-8)],
igualmente, dos carbonos cuaternarios sp’ [5 39.7 (C-10) y & 42.8 (C-4)], cinco singuletes
observados en RMN-'H (F igura 24) que corresponden a los carbonos [d 15.8 (C-20), § 21.9
(C-18), & 26.1 (C-16), 8 29.8 (C-17) y & 33.9 (C-19)], un carbono metileno sp® [ 111.4
(C-15)] que en su espectro de RMN-'H (Figura 24) emerge como dos dobletes de dobletes
[65.15,85.11,8 491y 3 4.89 (H-15)], lo que indica que sus protones son diasterotopicos
y que esta unido a un carbono metinico sp’ [6 149.3 (C-14); /= 17.3Hz], sefal que se
observa en el espectro de RMN-'H (Figura 24), como dos dobletes [8 5.83 y & 5.90 (H-14)].
Asimismo, se observan dos carbonos metinicos sp” [8 56.4 (C-9) y & 57.2 (C-5)] y las siete
sefiales restantes en el RMN-">C (Figura 23) son carbonos metilenos sp® [6 37.7 (C-1), &
19.3 (C-2), 8 34.0 (C-3),  20.5 (C-6), 544.0 (C-7), 5 15.9 (C-11) y § 36.6 (C-12)].

Con todos estos datos, se consiguio llegar a la

formula molecular Cy0H340, la cual corresponde a un
compuesto con cuatro insaturaciones. Acorde con
esto, se puede pensar, por el nimero de carbonos,

en un diterpeno de la serie del labdano (Dev y Misra,

18 19

1986), con un doble enlace terminal, sin embargo, con
' i Esqueleto del labdano

esta presuncion solo se cumpliria con tres grados de

insaturacion.

En su espectro 'H, '"H-COSY (Figura 26) se notan los diferentes acoplamientos de .
los protones vecinos en la molécula, una de ellas es la correlacion [(H-15)«(H-14)],
incluso, en su espectro HMBC (Figuras 27 y 27.1, Diagrama 3) se destaca claramente la

correlacion [(C-14)«>(H-15)], ademas de otras correlaciones como: [(C-17)—(H-14),
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(C-12)(H-14), (C-13)~(H-14)] lo que demuestra que la olefina se encuentra,
posiblemente, ubicada al final de 1a cadena lateral del esqueleto.

Siguiendo la suposicion de que se trata de un diterpeno de la serie del labdano, se
procede a verificar la estructura a través de subunidades, partiendo del doble enlace

terminal, que en su espectro de HMBC (Figuras 27 y 27.1;

Diagrama 3), se aprecian las correlaciones [(C-14)«>(H-17),
(C-13)>(H-17) y (C-12)«>(H-14)] y por otro lado, las
correlaciones  [(C-8)«—(H-16), (C-9)—(H-16), (C-11)«
(H-9)], las cuales orientan que los metilos (H-17) y (H-16),

se encuentran ubicados sobre los carbonos cuaternarios

Subestructura A

oxigenados [(C-13) y (C-8)] y segun la formula molecular
establecida [Cy0H340], evidencia que ambos carbonos deben estar unidos al mismo atomo
de oxigeno formando un anillo piranico, lo que completaria la insaturacion faltante,
quedando asi comprobada la subestructura A.

Para la subestructura B, en el espectro de HMBC (Figura 27), se captan las
correlaciones [(C-4)«>(H-18) y (C-4)«>(H-19)] que ubican a

los metilos (H-18) y (H-19) sobre el mismo carbono
(C-4), al mismo tiempo, la correlaciones [(C-5)«>(H-18),
(C-5)=H-19), (C-5)<(H-9)];, a su vez, (C-10)—~(H-5),
(C-10y(H-20), (C-10)>(H-9)] y [(C-8)<>(H-9)] constatan

la union de los anillos A y B, y ademas, demuestran que

Subestructura B

ambas subestructuras, comparten los carbonos (C-8) y (C-9),
lo que afirma, que se encuentran unidas a través de éstos. En el espectro NOESY (Figura
28), se verifico igualmente la estereoquimica relativa homo-[-facial entre los grupos
metilos singuletes [(H-16), (H-18) y (H-20)] y los protones [(H-11) y (H-14)], asi como
también la estereoquimica homo-a-facial de los metilos [(H-17) y (H-19)]. En
consecuencia, el enlace C-O de C-8 del anillo piranico se encuentra en posicion alpha. De
esta manera se llego a que la estructura es el 13(5)-8a-13-epoxilabd-14-eno [3].

Los diterpenos con esqueletos del labdano, en general, poseen actividad biologica

antimutagénica y antiinflamatoria (Kalpoutzakis ef al., 2001). Sin embargo, algunos autores
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consideran la actividad antifungica y antibacteriana, como la menos importante
(Singh ef al., 1999). Otros estudios han demostrado que los diterpenos que tienen el
esqueleto del ent-6xido de manoilo y otros derivados hidroxilados, tienen un alto poder
antimicrobiano (Chinou ef al., 1994). También se ha reportado que posee actividad contra
Leishmania donovani (Garcia et al., 1997). El 6xido de 8a,13-epi-manoil-14-eno {3], ha
sido aislado en otros géneros, como por ejemplo, en varias especies del género Stachys
(Piozzi y Bruno, 2009). No obstante, en un estudio realizado anteriormente a las hojas
de Z. rhoifolium, se aislaron del extracto hexanico, dos derivados del labdano:
el 13(5)-labdano-8a,15-diol y el 13(R)-8a-15-diol (Santiago y Rosquete, 2004) dicho
estudio fue el primer reporte de diterpenos dentro del género Zanthoxylum, siendo éste el

segundo de este tipo de compuestos para el género.

[3]
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Figura 23. Espectro de RMN-""C (CDCl;, 100 MHz) de [3].

Tabla 13. Desplazamientos quimicos (8) en el espectro de RMN-""C de [3].
C 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
5 (ppm) 37.7 193 34.0 44.0 57.2 205 12.8 76.0 56.4 39.0
Tipo -CH>- -CH,- -CH,- >(C< >CH- -CH,- -CH,- >(C< >(CH- >C<
C 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
5 (ppm) 15.9 36.3 741 1493 1114 26.1 298 219 339 158
Tipo -CH,- -CH»- >(C< =CH- =CH; -CH; -CH, -CH; -CH, -CH;
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Tabla 14. Desplazamientos quimicos (3), multiplicidad (m) v constantes de acoplamientos en el espectro RMN-'H de [3].

H 1 2 3 5 6 7 9 11
o (ppm) 1.47,0.78 1.63; nd* 0.79.0.82 0.92 0.94, nd* 1.83; nd* 1.33 nd*
M m m m m m m m m
J (Hz) - - - - - - - -
H 12 14 15 16 17 18 19 20
d (ppm) 5.89;5.90 4.90; 5.20 1.30 1.24 0.78 0.84 0.77
M m dd ddd s s s s §
J (Hz) - 17.3 1.5;17.3 - - - - -

(*) nd= no determinada, solapada con otras sefiales

116




i | H-1¢ | 20
BN H-11 !

st

H.2 H-1 H4H9 | s |

Y It
B =l b bo v hon BN prira m P ”\A_» e A

5 M
» - o .
- ' i
S | (.-ll/tl-‘lla | cama | 3
T : C-20 = C-11/H-11b
; R T 0 . \.Q\f) ______________

: & Al N— —
c-18 = ] L {1 -
C-16/H-16 C-18/H-18
s C-16 ] i \5; : —= I

|

1

C-14/H-14

.

Y
6_ 9 1 C-16/H-16 (I/
C-12—
C-1 — o)
C-10— . I P g
. |oe o b T
C-d—o T L ;
C-7 :
1ot
30
-1 -9 T
114 - e 4&
...... e C-51 . . i W}\‘JI \"\]
e C-Y'H-Y ' C-5/H-5 1
120 L————v—, T
:: T T y T T T T T v T i
. pen 1.0 16 1.4 1.2 20 se
108
13e
13
S
14
148
145
146
e
[
1 1 ¥
o Y
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Diagrama3. Correlaciones 'H/*C en el espectro HMBC de [3].
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Figura 28. Espectro y ampliaciones de NOESY (CDCl,) de [3]
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VI.1.d.-4,6-dimetoxibenzofurano {4]:

De la reunion F, de la cromatografia general, eluida en CH,Cl,:MeOH (3%),
después de varios procesos cromatograficos, se aislo un sélido color amarillo (58 mg) con

punto de fusion (Pf) de 85-86 °C. En el espectro IR (Figura 29, Tabla 15), destacan las

-1

bandas de tension (C=C) entre 1719cm ' y 1144 cm’'de aromaticos y las bandas de

deformacion (=C-H) entre 999cm™ y 752 cm™.
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Figura 29. Espectro Infrarrojo de (KBr), de [4].

Tabla 15. Bandas de absorcion significativas en el espectro de infrarrojo (KBr) de [4].

Vinas 1719 1596 1480 1380 1059 940

Asignacion c=C C=C Cc=C C-O =C-H =C-H

En el espectro de RMN-"*C (Figura 30, Tabla 16) muestra un total de diez carbonos,
que mediante el DEPT-135 (Figura 30, Tabla 16) se desglosan en: dos metilos, que por su
desplazamiento estan unidos a atomos de oxigeno [661.7 (H-9) y 860.9 (C-10)], cuatro
metinos hibridizados sp® [8105.1 (H-2); §145.2 (H-4); §114.9 (H-7) y 8139.4 (H-6)], el

resto son carbonos cuaternarios Sp2.
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En el espectro de RMN-'H (Figura 31, Tabla
17), a campo bajo en la zona aromatica emergen
cuatro sefiales como dobletes, de las cuales dos [68.25
(H-6); §6.26 (H-7)], con una constate de acoplamiento
J=9.8Hz, indican un acoplamiento “orto” y los otros

dos [067.60 (H-4); 67.00 (H-2)], cuya constante de

acoplamiento es de .J=2,3Hz sefala que existe un

Constantes de acoplamiento de la
subestructura

acoplamiento “meta” y dos singuletes [0 4.15 (H-9 0 4.16 (H-10)], lo que revela
p y g y q

claramente que son metilos unidos directamente a un atomo de oxigeno. A través del

espectro HMQC (Figura 32), fue posible asignar cada carbono con su respectivo hidrogeno.

Con las correlaciones observadas en el espectro 'H, 'H-COSY (Figura 33) se constato de la

presencia de dos sistemas AB, por lo tanto se puede pensar en un anillo aromatico unido a

un anillo furanico como subestructura.

Con el espectro HMBC (Figura 34) fue posible confirmar la subestructura con las
correlaciones [(C-5)«>(H-8; (C-7)«>(H-3);(C-7)<>(H-5); (C-3)«>(H-5); (C-4)«>(H-3);
(C-4)«=(H-5); (C-6)«>(H-8)] como 1,3-metoxi-benzofurano [4].

Hasta ahora, este producto, no ha sido reportado como producto natural.
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Figura30. Espectro de RMN-""C (CDCL;, 100MHz), de [4].
Tabla 16. Desplazamientos quimicos (8) v tipo de carbono en el espectro de RMN-"C de [4]
C 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
3 (ppm) 144 .4 145.2 150.1 105.1 160. 117.4 1149 1394 61.7 60.9
Tipo =C< =CH- =C< =CH- =C< =C< =CH- =CH- -CHj; -CH;
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Figura31. Espectro de RMN-"H (CDCl;, 400MHz) de [4].

Tabla 17. Desplazamientos quimicos (8), multiplicidad () y constantes de acoplamientos en el espectro RMN-'H de [4].
H 3 5 8 9 10 11
3 (ppm) 7.60 7.00 6.26 8.25 4.15 4.16
M d d d d s s
J (Hz) 23 2.3 9.8 98 - -
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V1.2.-Bulnesia arborea Cl. Gay (Zygophyllaceae)

Para el aislamiento de los metabolitos secundarios presentes en Bulnesia arborea se
empled la metodologia para la obtencion de saponinas (Haddad et al., 2004a, 2004b;
Acharya ef al., 2008), puesto que la familia Zygophyllaceae es rica en este tipo de

compuestos.

VI.2.1.- Hojas.

Las hojas secas y molidas (250 g) de un ejemplar de Bulnesia arborea, fueron
sometidas a una extraccion en reflujo durante 50 minutos, aproximadamente, en una mezcla
70:30 metanol/agua, para luego ser filtrado y evaporado al vacio, utilizando un rotavapor a
una temperatura no mayor de 40 °C. El residuo, fue extraido con diclorometano (CH,Cly),
con la finalidad de eliminar la clorofila. Seguidamente, la fase acuosa fue extraida
nuevamente con n-butanol (BuOH) saturado con agua, obteniendo 15,5 gramos de extracto
butanolico (Haddad er al, 2004). Alrededor de 4 gramos del extracto de BuOH, fue
preabsorbido sobre gel de silice de fase reversa (RP-18) en una columna al vacio (Vacuum-
Liquid Chromatography, VLC) utilizando como eluyentes H,O, MeOH: H,O (1:1) y
MeOH, obteniendo tres extractos (Acharya e al., 2008), con esta metodologia también se

eliminan los azucares restantes (Esquema 2).

: Extracto bruto
H OH Bs

{ Fase acuosa |

|

5 Extraccion ’
BuO:! i

i Fasc organica
i (Extracto de BuOH) |

Colummna VLC sobre |
H silicc RP-18

!

Fraccién 1 Fraccion 2 Fraccion 3
(H0: 100%%) | §(MeOH:H.O: 30%) (MeOH: 100%)

Esquema 2. Metodologia de extraccion y separacion del extracto bruto de las hojas de Bulnesia arborea
(Zygophyllaceae).
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Sin embargo, aplicando esta metodologia, se observod en la cromatografia de capa
fina (TLC), la descomposicion en algunas fracciones, por lo que fue necesario hacer la
separacion nuevamente, del extracto crudo de BuOH, pero esta vez usando cromatografia
por Sephadex LH-20 y como eluyentes MeOH/H,O (1:1) obteniendo nuevas fracciones
(Esquema 3). Las fracciones, fueron separadas mediante cromatografia liquida a presion
media (Medium-Pressure Liquid Chromatography, MPLC), sobre gel de silice (15-40um),
usando como sistemas de solventes [CHCl;:MeOH:H,O (60:40:6,5)], [CHCl;:MeOH:H,O
(64:40:8)], [CHCl;:MeOH:H,O (65:35:10)]. Todas las fracciones obtenidas fueron
monitoreadas mediante cromatografia de capa fina (TLC) y utilizando como revelador para

saponinas, Komarowsky (2% de 4-hidroxibenzaldehido en MeOH y 50% de H,SO4).

Sephadex LH2C

Extracto crudo | MOHMROIR | Eracciones |
(BuOH) 1,2,3....
Sephadex LH2o
(MeCH:)
Subfracciones

1.1,...2.1...,3.1....

Colurmandg

(MPLEC)
Subfracciones 1.1.1, Subfracciones 2.1.1, Subfracciones 3.1.1,

1.1.2,1.13.... 2.1.2,2.13.... 3.1.2,3.1.3....

Colivmna
{(MmpPLE)

[ Produc;és puros J

Esquema 3. Método de fraccionamiento a partir del extracto bruto de las hojas de Bulnesia arborea.

De esta manera se lograron obtener: una nueva lactona sesquiterpénica glicosilada
denominada como bulnearboreandsido 1 [5] y dos nuevas saponinas de la serie del
ergostano: 3,21-bis[O-B-D-glucopiranosilo] de ergosta-5,24(28)-dieno-(38,110,21,26)-tetrol
[6] y 11a-acetil3B-O-D- xilosil-23-0O-D- ramnosil- ergosta- 5,24(28)- dieno-3p, 11a, 21, 26-
tetrol |7].
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Cuadro 2. Compuestos aislados de las hojas de B. arborea.

OH OH

OH
o}
HO
HO
HO
(6]
O
HO HO
HO

{71

132




VI2.1.a.- (SR, 6R, 7R, 8R)-,3a, 9B, 14-trihidroxi-7-ramnosiibuinearborean-10-en-
12,13-olido 6 bulnearboreanésideo I [5]:

De la fraccion 2 [MeOH:H,O (1:1)], obtenida de la columna VLC y luego de
repetidos procesos cromatograficos, MPLC [CHCl3:MeOH:H,0 (60:32:8) y (65:35:10)], de
la reunion BuBa 2.1 (73mg), se aislo un solido de color amarillo (8.1mg), el cual, en
cromatografia de capa fina de alta resolucion (High Performance Thin Layer
Chromatography, HPTLC), revelé una mancha unica. En su espectro de RMN-""C (Figura
35, Tabla 18), se observd un total de veintiuna sefiales, esto hace pensar, que se trata de un
sesquiterpeno unido a una molécula de azucar. En el DEPT-135 (Figura 36), se logran
discriminar las sefiales de dos carbonos metilicos [6 17.6 (C-15) y & 18.6 (C-6’)], cinco
metilenos, de los cuales, dos estan unidos a oxigeno [0 73.7 (C-13) y & 62.0 (C-14)], cinco
metinos, donde uno de ellos esta unido a oxigeno [8 70.9 (C-7)] y otro esta hibridizado sp’
[6 117.7 (C-11)]; también se observan un grupo de sefiales metinicas en la zona de
carbonos oxigenados entre 8 68.9y & 75.0 que podrian ser las sefiales de los carbonos del
azucar. Asimismo, aparecen cuatro carbonos cuaternarios, entre ellos, uno en & 1743
(C-12) referido a un carbono carbonilico y en & 175.3 (C-10) un carbono hibridizado sp’ y
los dos restantes estan unidos a oxigenos [0 84.7 (C-3) y 8 67.2 (C-9)].

En el espectro de RMN-"H (Figura 37, Tabla 19) se observan numerosas sefiales,
entre ellas, un singulete [0 1.18 (H-15)] y un doblete [0 1.65 (H-6")]. A campo bajo
destacan dos singuletes [ 6.10 (H-11) y & 5.61 (H-1")], dos dobletes [ 5.26; & 5.02
(H-13)] ambos con una constante de acoplamiento ./ de 17.8 Hz, lo que indica que son
protones diasterotopicos al igual que el par de dobletes [6 4.70; & 5.09 (H-14)] con una
constante de acoplamiento 10.5 Hz. Las sefiales que aparecen entre 6 4.60 y 6 4.10
corresponden, por sus desplazamientos, a protones que estan unidos a grupos oxigenados.
Ademas, en la zona de metinos y metilenos, surgen grupos de senales entre 5 1.90y 6 3.10.

Mediante el espectro de HSQC (Figura 38; 38.1 y 38.2), fue posible asignar los
protones pertenecientes a cada carbono. Con esto se constatd que los protones que aparecen
como dos dobletes [ 5.26; 8§5.02 (H-13)] estan sobre el carbono [& 73.7 (C-13)], por lo
tanto, revela que no se trata de una olefina sino de un metileno unido a un oxigeno, al igual

que [0 4.70; & 5.09 (H-14)], que se encuentran ubicados sobre el carbono [62.0 (C-14)].
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El singulete a & 6.10 (H-1") pertenece al carbono 8 99.4 (C-1"), por sus desplazamientos y
caracteristicas, sefalan que son el carbono y el protdn anomérico del azicar.

En el espectro HMBC (Figura 39 y 39.1;; Diagrama

4), se notan claramente las correlaciones del metilo
singulete [(H-15)<>(C-4) y (H-15)«>(C-3)] y las del metilo
doblete [(H-6")<(C-5") y (H-6")«>(C-4")], éstas ultimas

confirman que dicho metilo forma parte de la estructura del

zacar, lo que significa que el aglicon ee un solo metilo. . .
a » 10 que s1g ! ag pos Solo tilo Correlaciones HMBC

Ahora bien, el singulete a & 6.10 (H-11) correlaciona |__9d¢Ia ‘“b"?"’““"r“A

con el carbono a & 174.3 (C-12) [(H-11)«>(C-12)], a su vez, el doblete a & 5.02; & 5. 26
(H-13) con el carbono cuaternario a & 175.3 (C-10), esto implica que [S}] posee en su

estructura, una y-lactona, denotada como subestructura A.

Con este analisis, se puede suponer que se trata de

© una lactona sesquiterpénica, asi que de los quince carbonos

del sesquiterpeno, falta por asignar once. Si se trabaja en

15

FU > base a esto, recurriendo al HMBC (Figura 39 y 39.1)
R H

‘\/ nuevamente y al espectro COSY (Figura 41 y 41.1),
Correlaciones HMBC partiendo de las correlaciones de (H-15) y del triplete a

de ia subestructura B

d 3.00 (H-5), que por su multiplicidad podria ser un proton

cabeza de puente, por consiguiente, es un indicativo de un biciclo. Con las correlaciones
[(H-15)~(C-4); (H-15)>(C-3); (H-1)=>(C-3), (H-2)=(C-3), (H-2)(C-4); (H-1)=(C-9);

(H-5)<>(C-4)], entre otras, se logra establecer la

subestructura B como un anillo de seis.
Por otro lado, siguiendo las correlaciones
[(H-8)(C-7); (H-6)<>(C-5); (H-8)«(C-9)] se forma un

anillo de cinco como subestructura C, con esto se evidencia

que ambas subestructuras comparten los carbonos (C-9) y 14 ~OH

Correlaciones HMBC

(C-5). Asi pues, la union de las subestructuras B y C se dan de Ia subestructura C

mediante las correlaciones [(H-5)<—(C-4); (H-1)<—(C-8);

(H-14)—(C-6)], completando de esta manera los once carbonos restantes.
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Union de las subestructuras
B y C, mediante
correlaciones HMBC

Para las uniones de las subestructuras BC con la A,
se ratifican nuevamente las correlaciones en el HMBC
(Figua 39 y 39.1), alli se nota la correlacion (C-8)«>
(H-11), por esta razén la lactona se ubica sobre (C-8) a
través del carbono cuaternario sp” (C-10). En tal sentido,
queda estructurada, de manera inequivoca, el esqueleto de

la lactona sesquiterpénica como aglicon. Ya que este

esdﬁeleto no ha sido previamente reportado lo llamaremos bulnearboreano.

Para la identificacion del azucar, se examino el

espectro TOCSY (Figura 40 y 40.1), partiendo del proton
anomérico O 5.60 (H-1") se alcanzaron a identificar los
protones que forman parte del anillo, con las correlaciones
[(H-1")«=>(H-4"); (H-1")«>(H-2")] y con las correlaciones
del metilo 6 1.65 (H-6"): [(H-6")«<>(H-4"); (H-6")«>(H-5);
(H-6')<>(H-3")]. Con ayuda del espectro 'H,'H-COSY

(Figura 41 y 41.1), se observan dos correlaciones, una con

14~OH
Union de las subestructuras

(<) de l1a ramnosa

Correlaciones TOCSY (+-),
'H, "H-COSY (<) y ROESY

.. respecto al proton anomeérico [(H-1")<>(H-2°)] y la otra
con respecto al metilo [(H-6")«>(H-5")], que serian

~ los protones vecinos a éstos. En el espectro ROESY

(Figura 42), el proton anomérico (H-17) correlaciona con
[(H-1")~(H-4"); (H-1")<>(H-5")], lo que significa que

estos protones se encuentran con la misma orientacion, al

¢ igual que el metilo (H-6") correlaciona con [(H-6)<>

(H-47)] y el metilo (H-15) con el protdn cabeza de puente [(H-15)«<>(H-5) y (H-15)«<

(H-8)]. Con toda esta informacion y con los valores reportados en la bibliografia

(Mitaine ef al., 2006), se identificod el azucar como la ramnosa. La union de la ramnosa con

el aglicon, en este caso con la lactona sesquiterpénica, se hace mediante el espectro HMBC

(Figura 39 y 39.1), donde el protoén ahomérico debe correlacionar con uno de los carbonos

pertenecientes al aglicon, y consecuentemente, se consigue la correlacion [(H-1")—(C-7)].
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De esta manera queda establecida la estructura de [S] como (SR, 6R, TR, 8R)-,30,98,14-

trihidroxi-7-ramnosilbulnearborean-10-en-12,13-olido 6 bulnearboreandsido 1.

(¢}

ko OH
HO
QU
N HO
OH =y
o H =
T—OH
5]

Este tipo de lactona sesquiterpénica, hasta ahora, no ha sido reportada

anteriormente, por lo que éste seria el primer reporte como producto natural.
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Figura 35. Espectro de RMN-">C (CsD;sN, 150 MHz) de [5].

Tabla 18. Desplazamientos quimicos (8) en el espectro de RMN-"C de [5].

C 1 2 3 4 5 6 7 10 11
5 (ppm) 27.2 334 84.7 50.1 5.1 48.7 70.9 1753 1177
Tipo -CH,- -CH;- >CO- -CH,- >CH- >CH- >CHO- >C= =CH-
C 12 13 14 15 r 3 3
5 (ppm) 174.3 737 62.0 176 99.4 72.6 72.8
Tipo >C=0 -CH,O- -CH,0- -CH; -OCHO- >CHO- >CHO- >CHO-
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Figura 36. Espectro RMN-"C/DEPT-135 de [5].
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Figura 37. Espectro de RMN-"H (C;D;sN, 600MHz) de [5].

Tabla 19. Desplazamientos quimicos (8), multiplicidad (m) y constantes de acoplamiento (J Hz) en el espectro de RMN-""C de [5].

H 1 2 4 5 6 7 8 11 13
3 (ppm) 2.13;2.00 2.00;2.32 2.05;1.87 3.00 2.70 4.40 2.05 6.10 5.26;5.02
J(Hz), m 11, dd m m 44 ¢ 11, dt m m s 18, dddd
H 14 15 1’ 2’ 3 4’ 5 6’
3 (ppm) 4.70; 5.09 1.18 5.61 4.56 4.54 426 4.37 1.65
JHz), m 11, dddd s s 3,2dd m 93¢ m s
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Figura 38. Espectro de HSQC (CsD;N) de [3].
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Figura 38.1. Ampliacion del espectro de HSQC (CsDsN,) de [3].
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Figura 38.2. Ampliacion del espectro de HSQC (CsDsN,) de [S].
142




4 j Y &
Fl
(PPNE
403
1 - - &' i
60 -
4 5
i o g 2 e g
BOE Y L
1007 V B
126“%0 o - >3
1407
160
; ® -3 @
1lll—lill]TlI]lI!!j‘TliIfl‘"lr!lllil1l|‘11lli}‘Illllll

6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5

F2 (ppm)

Figura 39. Espectro de HMBC (CsDsN) de [S].
143




H-6"

H-13a B
i
H-5 jy, H-4 g
N M*J\_M‘M.’A NP G
I | S -
Fl
C-11 l“j f) [
8 P A — ]
g£.4 5.3 5.2 5.1 104
C-1/H-13a P =
b (.-4»5—_»51::.; 50-f @ “ s
| esmr
e
80
-3 ) L
AR L A s AL LA KA KA R R Y AN LA A ) LA SR A A
3.0 2,8 2.6 2.3 2.2 2.0 1.8 1.8 1.4 1.2
H-11 -
I H-1’ }v 1 Hott F2 (ppm) 15
I ol
) _Jw___ . ,JLA”_M.MJ LJ é‘lw}d&.&
L, H-ll
i el H-13b
301 h ’
—] | H-I3a ty
10 C-8/R:1 1 J‘ impurezas MJU
! ' C-6/8-14 - il
C8—=% 50 ¢ i e
: g 1707 C-umt | | CloB-13a ‘\
—§ 6o : =1H-} ¢ sk 2
CIHAL C-12 ! W
Ol 207 o C-i0
C-1Bmdd pr -] e w2 B ARt 1 e o e et e e e e e
s0-] 6.3 6.2 6.1 6.0 5.9 5.8 6.7 5.6 5.5 5.4 53 6.2 g1
1. T2 (ppm) C-10/H-13b
-§ 1007
S R L L L L S EAAE LA A ALANAASE SALLE SARE RA TTTTTTTTTITT
6.0 5.8 5.6 5.9 5.2 £.0 4.8 4.6 4.4 4.2
F2 (ppm)

14 ~OH

Figura 39.1. Ampliaciones del espectro de HMBC (CsDsN) de [S].

144




Diagrama 4. Correlaciones 'H/'*Cen el espectro HMBC (CsDsN) de [3].
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.

VI.2.1.b.- 3,2%-bis|O-B-D-Giucopirandsiio] de ergosta-5,24(28)-dieno-38,11a,21,26-
tetrol [6]:

De la reunion BuBaSx5 y BuBaSx6, obtenida al cromatografiar el extracto de
BuOH de las hojas de Bulnesia arborea, sobre una columna de Sephadex LH-20 y luego de
aplicar repetidas veces cromatografia liquida a presion media (MPLC), sobre gel de silice
(15-40 um) en un sistema de solvente [CHCl;:MeOH:H,0 (65:35:10)], se aislo un polvo
amorfo (3.2 mg).

En su espectro de RMN-"C (Figura 43, Tabla 20) muestra un total de cuarenta
sefiales, lo que hace pensar que la molécula es una saponina, y efectivamente, se logran
distinguir las sefiales pertenecientes al aglicon y a los azlcares. Por ejemplo, con el DEPT-
135 (Figura 44), se alcanzan discriminar las sefales del aglicon: tres carbonos metilos
[0 12.8 (C-19), 6 13.4 (C-18) y 0 17.6 (C-27)], doce carbonos metilenos, de los cuales, dos
de ellos se encuentran unidos a un atomo de oxigeno [0 61.9 (C-21)y 6 74.6 (C-26)] y uno
con una hibridacion sp” [§ 180.9 (C-28)], nueve metinos, dos de ellos unidos a oxigeno
[ 77.0 (C-3) y 6 69.2 (C-11)] y uno hibridizado sp2 [ 119.6 (C-6)] y cuatro carbonos
cuaternarios y dos de ellos hibridizado sp’ [8 153.0 (C-24); & 137.8 (C-5)]. Por otra parte,
también se distinguen dos carbonos metinicos [0 102.1 (C-1") y & 105.2 (C-1"")], atribuidos
a los carbonos anoméricos de los azucares; ademas, entre & 70.0 y 8 80.0 surgen una serie
de sefiales metinicas, que por su despiazamiento se encuentran unidos a a&tomos de oxigeno.
De esta manera se comprueba la presencia de por lo menos dos monosacaridos en la
molécula.

En su espectro de RMN-'H (Figura 45, Tabla 21), se destacan las sefiales de tres
metilos que surgen como dos singuletes [0 1.04 (H-19) y 60.70 (H-18)] y un doblete
[6 1.25 (H-27)]. Una serie de sefiales en la zona de metilos y metilenos entre § 1.80 y
S 3.10 y finalmente entre 6 3.60 y & 4.60 se observan un grupo de sefales asignadas a
hidrogenos unidos a grupos oxigenados. Con el espectro de HSQC (Figura 46 y 46.1), se

logro asignar los protones con sus respectivos carbonos.
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La multiplicidad de los metilos y las correlaciones
observadas en el espectro HMBC (Figura 47 y 47.1, 28
Diagrama 5), ayudan a la identificacion del esqueleto :
del aglicon, por ejemplo, [(H-18)«>(C-13); (H-18)«>
(C-14), (H-18)>(C-8); (H-18)>(C-17)], [(H-1)e>
(C-10); (H-19)«(C-1); (H-19)«>(C-8), (H-19)—

H

(C-9)] y por ultimo las correlaciones [(H-27)« Esqueleto del ergostano

(C-25), (H-27)(C-26); (H-27)<>(C-24)], logrando

identificarlo como ergostano. Sin embargo, a pesar de que dicho esqueleto posee seis
metilos y su espectro de RMN-'H (Figura 45) solo muestra tres, indica que los otros tres
metilos sufrieron algun tipo de transformacion. Prueba de ello son las correlaciones
[(C-28)«> (H-25); (C-28)«>(H-23), (C-28)«>(H-25); (H-27)«>(C-24), (H-28)«>(C-24)], las
cuales, corroboran que el metilo en posicion 28 sufrio una deshidratacién quedando como
un metileno exociclico sp. De igual manera, la correlacion [(C-26)«>(H-27)], denota que

no se trata de metilos geminales, sino que uno de ellos se oxidé6 quedando

. como un metileno oxigenado [6 74.6 (C-26)].
Similarmente, ocurre con el metilo en la
posicion 21, las correlaciones [(C-21)« (H-20)
-y (C-21)(H-22)], orientan que es un metileno
unido a un grupo oxigenado y no un metilo, por

lo que también sufrid un proceso de oxidacion.

Correlaciones HMBC

- 1 En la mayoria de las saponinas, la posicion 3,
se ‘encuentra oxigenada y consecuentemeﬁte, se puede verificar mediante las correlaciones
[(C-3)<>(H-2) y (C-3)«>(H-1)] respectivamente. Igualmente, la posicion 11 se encuentra
oxigenada, y se confirma con las correlaciones [(C-11)«<>(H-12); (C-11)~>(H-9)]. La
ubicacion del doble enlace entre la posiciones 5 y 6 se determiné a través del espectro
'"H,'"H-COSY (Figura 49) con la correlacion (H-6)«(H-7) y con los valores reportados en
la bibliogratia (Mimaki e/ al., 2008). De esta forma se ratifica que [6] posee el esqueleto

del ergostano como aglicon.
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Analogamente, la elucidacion cada uno los azicares de [6], se realizd mediante la
identificacion del proton anomérico en el espectro de RMN-'H (Figura 45), es decir una
vez reconocida la sefial del proton, se recurre al espectro TOCSY (Figura 48,), donde, por
ejemplo, las correlaciones del proton anomérico ubicado en [0 5.04 (H-17)] son
[(H-1")<>(H-2"); (H-1")«<>(H-3"); (H-1")«<>(H-4"); (H-1")«>(H-6")], de igual manera en su
espectro 'H,'"H COSY (Figura 49,) se contempla la correlacion (H-1")<>(H-2) vy en el
espectro ROESY (Figura 50) se perciben las correlaciones [(H-1")«<>(H-3"); (H-1")«
(H-57)], igualmente con el espectro HSQC (Figuras 46 y 46.1) fue posible asignar a cada

prusiis bu wwoons coarospoialente. Con toda esta informacion y con los valores reportados

.. en la bibliografia (Zou ef al., 2005; Orsini ef al., 1991)

concuerdan con la glucosa (Gluc I). La segunda
molécula de azucar, fue esclarecida de la misma forma,
con la ubicacion del proton anomérico en 0 4.86

(H-1") en el espectro de RMN-'H (Fignr> 45)

Coreelaciones TOCSY ubicando sus correlaciones en los espectros TOCSY

(Figura 48), 'H,'H-COSY (Figura 49) y ROESY

(Figura 50y 50.1) y con los valores reportados en

la bibliografia (Zou et al., 2005; Orsini et al.,

1991), aciertan con que es otra glucosa (Gluc I).

Glucl
OH

Para la ubicacion de ambas glucosas

(Gluc I'y Gluc II) en el esqueleto del ergostano,
se halla la correlacién del carbono anomérico NS '
en el espectro de HMBC (Figura 47 y 47.1) para Correlaciones HMBC

el caso de Gluc I, su carbono anomérico en

2

U 1UL1 (o-iy Sairaaciciia con el protén en 6 4.03 (H-3), [(C-1")«>(H-3)], por lo tanto

Gluc I, se encuentra sobre el carbono
[6 77.0 (C-3)]. Similarmente, el carbono
anomérico de Gluc Il en [0 105.2 (C-17")]
tiene una correlacion en HMBC (Figura

47 y 47.1) con el proton [& 4,29 (H-26)]

HO
Correlaciones HMBC
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[(C-1")«<>(H-3)] evidencia que Gluc Il se encuentra sobre el carbono metileno [6 74.6
(C-26)]. Respecto a la estereoquimica en los carbonos en posicion 3 y 11, en el espectro
ROESY (Figura 50 y 50.1), se observan las correlaciones de los protones metilos (H-18) y
(H-19), con el proton (H-11), por lo tanto, el grupo —OH se encuentra en orientacion a,
mientras que por el contrario, los protones metilos (H-18) y (H-19) no correlaciona con
(H-3), por esta razon la glucosa, Gluc I, se encuentra en orientacion .

De esta manera quedaron situadas ambas glucosas en el ergostano. Por consiguiente,
la estructura [6] quedo constituida como 3,26-bis-[O-B-D-glucopiranosilo] de ergosta-

5,24(8)-dieno-(3pB,110,21,26)-tetrol [6].

HO

O
OH
OH
HO

[6]

Este compuesto, no ha sido reportado anteriormente, lo novedoso es la variacion en
la cadena lateral con el doble enlace en la posicion 24(28) y una glucosa en 26, por lo tanto,

éste es el primer reporte como producto natural.
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Figura 43. Espectro de RMN-"C (150 MHz, CsDsN) de [6].
Tabla 20. Desplazamientos quimicos () en el espectro de RMN-"*C de [6]
C 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
3(ppm) 394 28.7 77.0 35.1 1378 119.6 30.1 40.4 57.6 358 69.2 51.2 42.9 556
Tipo -CH.- -CH,- -CHO- -CH,- =C< =CH< -CH;- >CH- >CH- >C< -CHO- | -CH:- >C< | >CH-
C 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
S(ppm) 232 30.3 51.0 13.4 12.8 46.3 61.9 27.7 323 153.0 40.8 74.6 17.6 108.9
JHz),m | -CH,- -CH,- >CH- -CHj, -CH; >CH- | -CH,O- | -CH.,- -CH,- =C< >CH- | >CHO- | -CH; | =CH;
C 19 2’ 3’ 49 5’ 6’ 1” 299 39’ 4’9 599 6”
d(ppm) 102.1 752 78.6. 71.8 78.5 62.9 1052 753 78.6 71.7 78.5 62.9
Tipo OCHO- | -CHO- | -CHO- | -CHO- | -CHO- -CH,0- -OCHO- | -CHO- | -CHO- | -CHO- | -CHO- -CH,O-
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Figura 45. Espectro de RMN-'H (600MHz, CsDsN) de [6].

Tabla 21. Desplazamientos quimicos (8), multiplicidad () vy contantes de acplamiento (/ Hz) en el espectro de RMN-'H de [6].

H 1 2 3 4 6 7 8 9 11 12 14 15
S(ppm) 3.06,1.36 | 1.82:nd 4.03 2.08:1.52 5.31 1.76;2.12 2.72 1.95 4.19 274, 1.80 2.00 1.56;1.50
J(Hz), m m m m m d m m m m m m m
H 16 17 18 19 20 21 22 23 25 26 27 28
S(ppm) 1.76 212 1.86 0.70 1.04 1.64 4.04,390 | 1.94;141 | 2.39,2.22 1.34 3.60 1.25 4.92:4.96
J(Hz), m m m s S m m m m m 9 m d d
H r 2 3 4 5 6 1’ 2” 3” 4" 5 6”
S(ppm) 5.04 4.04 4.22 4.22 3.96 4.40;4.56 4.86 4.03 425 421 3.98 4.38,4.56
J(Hz), m 7.7.,d m m m m m nd m m m m d

*nd: no determinada 157
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Diagrama 5. Correlaciones 'H/"°C en el espectro de HMBC (CsDsN) de [6].
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Figura 50.1. Ampliaciones del espectro de ROESY (CsDsN) de [6].
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VIL2.1.c. 11a-acetil-3B-0-D- xilosil-23-0-D- ramnosil- ergosta- 5,24(28)- dieno-3f, 11a,
21, 26-tetrol |7]:

De la reunion BuBaSx12, del extracto de BuOH, que fueron cromatografiadas
nuevamente por sephadex LH20 [MeOH: H20 (1:1)], se aisl6 un solido amorfo (1.7mg), el
cual, en la placa cromatografica de HPTLC revelada con Kumarowsky, proporciond una
mancha homogénea. )

Su espectro de RMN-'H (Figura 51, Tabla 22), es muy similar al compuesto
anterior, la diferencia es que €ste muestra cinco metilos, de los cuales, tres son singuletes
[6 1.02 (H-19); 6 0.62 (H-18) y 6 2.12 (H-25)] y dos son dobletes [& 1.24 (H-21) y & 1.64
(H-6")], también se observan una serie de sefales en la zona de metilos y metilenos
entre 0 1.30 y 0 2.90, de igual forma resaltan las senales entre & 4.15 y 8 4.60 que son
tipicas de protones unidos a grupos oxigenados u olefinicos, a campos bajos se observan
sefiales a 6 5.60 (H-1"") y a 6 4.86 (H-1) que podrian ser protones anoméricos.

En el espectro de RMN-"C (Figura 52, Tabla 23) no se aprecian las sefiales de los
carbonos, ya que la muestra resulto ser poca cantidad (> 2 mg), sin embargo con el espectro
de HSQC (Figuras 53 y 53.1) y con los valores reportados en la bibliografia (Kim ef al,,
2003; Orsini et al., 1991) fue posible determinar los desplazamientos quimicos y que la
estructura posee un total de cuarenta y dos carbonos.

Con el espectro HMBC (Figura 54 y 54.1,

Diagrama 6) se constato que el esqueleto del aglicon
de |7] es nuevamente el ergostano, solo que con
algunas pequefias variaciones. Las diferencias se

encuentran en la existencia de 2 atomos de carbono

adicionales, los cuales, en el espectro de HMBC,

Corre

(Figura 54 y 54.1) resaltan la correlacion del carbono
a 0 173.0 (C-25), que se atribuye por su desplazamiento a un carbono carbonilo
perteneciente a un grupo éster, con el metilo singulete a § 2.12 (H-26) lo que indica la
existencia de un grupo acetilo esterificando uno de los grupos alcoholicos de la molécula.
Conjuntamente, en la cadena lateral se destaca que las correlaciones: el metilo doblete
[6 1.24 (H-27)] con los carbonos [(C-24)—(H-27), (C-25)«>(H-27), (C-24)<(H-26)],
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donde (C-26) es un carbono oxigenado, (C-25) es un metino y (C-24) es un carbono
cuaternario sp> coinciden con las del compuesto anterior. La observacion en el experimento

I3

HMBC (Figura 54 y 54.1) de la interaccion entre el carbono carbonilo (1°77) del grupo
acetilo y el hidrogeno sobre (C-11) ubican a dicho grupo en la posicion 11.

Con respecto a los azucares, en el HSQC (Figura 53 y 53.1), se revelan los carbonos
anomeéricos con su respectivo proton [(8 105.2 (C-17); & 4.88 (H-17); 6 99.3 (C-17"), & 5.60
(H-1"7)], por lo tanto, |7] posee por lo menos dos moléculas de azucar en su estructura. En
el espectro HMBC (Figura 54 y 54.1), se contemplan las correlaciones del metilo en
[0 1.64 (H-67")] con los carbonos [(H-6"")«(C-5""), (H-6"")«>(C-4"")], esto es evidencia de
que dicho metilo forma parte de la estructura del azucar, de hecho, con las correlaciones
observadas en el TOCSY (Figura 55), 'H,'H-COSY (Figura 56) y ROESY (Figura 57) del
metilo y del proton anomérico y con los valores reportados en la bibliografia (Mitaine ef
al., 2006), se logro verificar que es la ramnosa. De igual forma, se elucidd la segunda
molécula de azicar, partiendo del proton anomérico [6 4.86 (H-1")] y con las correlaciones
observadas en los espectros HMBC (Figura 54 y 54.2), TOCSY (Figura 55), 'H, 'H-COSY
(Figura 56) y ROESY (Figura 57) se determiné que es la xilosa. De la misma manera, para
la ubicacion de la ramnosa y la xilosa, se recurre al HMBC (Figura 54.1) donde se observa
la correlacion de los carbonos anoméricos [(C-17)«>(H-3) y (C-1"")«>(H-26)], esto sefiala
que la xilosa esta unida a través de (C-3) y la ramnosa en (C-26). La estereoquimica es
igual a la del compuesto anterior. Con todos estos datos, se corroboro que la estructura de
[7]1 es 1la-acetil-23-0-D-ramnosil-3p-O-D-xilosilergosta-5,24(28)-dieno-38,110,21,26-
tetrol |7].

5
HOHo

HO

[7]

Al igual que [6], hasta ahora, este producto no ha sido reportado anterirormente,
siendo éste el primer reporte como producto natural
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Figura 51. Espectro de RMN-H (CsDsN, 600MHz) de [7].
Tabla 22. Desplazamientos quimicos (8), multiplicidad (m) y contantes de acoplamiento (J Hz) en el espectro de RMN-'H de [7].

H 1 2 3 4 6 7 8 9 i1 12 14 15
d(ppm) 3.60,1.16 | 2.02;1.43 4.10 1.45;1.16 5.27 1.40:1.31 1.64 1.94 4.30 2.83,1.72 1.98 nd*
J(Hz), m m m m m m m m m m m m m

H 16 17 18 19 20 21 22 23 25 ) 26 27 28 1
S(ppm) 1.92,1.73 1.57 0.62 1.02 nd* 4.53,4.38 1.82;nd* ) 2.39,2.22 | 1.36 | 3.60 1.24 4.92,4.94 1.12
J(H2), m m m s s m m m 91 m t d s

H 1 2’ kX 4 5 1" 2 3" 4" 5 6"

S(ppm) 4.88 4.03 4.22 3.94 4.18;4.23 3.60 4.22 4.30 4.28 4.27 1.64
JHz), m d m m m m d m m m m d
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Figura 52. Espectro de RMN-"C (CsD;N, 150 MHz) de [7].
Tabla 23. Desplazamientos quimicos (8) en el espectro de RMN-"C de 7]
C 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
S3(ppm) 394 32.7 78.1 382 1357 120.2 28.3 35.0 54.9 35.6 73.0 35.0 431
Tipo -CH,- -CH,- -CHO- -CH,;- |« =C< =CH< -CHs- >CH- >CH- >(C< -CHO- -CH:- >C<
C 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26 27 28
S3(ppm) 52.0 232 28.5 45.0 13.1 12.3 459 62.3 27.9 323 153.0 40.1 74.5 17.6 109.0
JHz),m | >CH- -CH,- -CH;- >CH- -CH; -CH; >CH- | CH,O- | -CH,- -CH,- =C< >CH- | CHO- | -CH; | =CH,
C 1”9 2”’ 19 29 3’ 4, 59 1’9 29, 39’ 4” 5” 6”
3(ppm) 213 173.0 105.2 75.1 78.1 70.9 64.7 99.3 71.7 72.8 73.9 71.9 18.4
Tipo -CH; >C=0 | OCHO- | -CHO- | -CHO- | -CHO- | -CH,O- -OCHO- -CHO- | -CHO- -CHO- -CHO- | -CHj;
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Figura 53. Ampliacion del espectro HSQC (CsDsN) de [7].
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Diagrama 6. Correlaciones 'H/"C del espectro HMBC (CsDsN) de [7].
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VI.2.2.- Talles.

La metodologia empleada para el aislamiento de los metabolitos secundarios
presentes en Bulnesia arborea fue dirigida hacia la obtencion de saponinas (Haddad et al,,
2004a, 2004b; Acharya ef al., 2008). Los tallos secos y molidos (250 g) de un ejemplar de
Bulnesia arborea, fueron sometidos a una extraccion en reflujo durante 1 hora,
aproximadamente, en una mezcla 70:30 metanol/agua, para luego ser filtrado y evaporado
al vacio, utilizando un rotavapor, a una temperatura no mayor de 40 °C. El residuo, fue
extraido con n-butanol (BuOH) saturado con agua, obteniendo 10,3 gramos de extracto
butanolico (Haddad er al, 2004). Alrededor de 200 miligramos del extracto fue pre-
absorbido sobre silica gel de fase reversa (RP-18) utilizando como eluyentes
[(MeOH):(H20)] en proporciones [(40:60); (50:50); (60:40); (70:30); (80:20); (90:10);
(100:0)] (Esquema 2). Todas las fracciones obtenidas fueron monitoreadas mediante
cromatografia de capa fina (TLC) y utilizando como revelador para saponinas,

Kumarowsky (2% de 4-hidroxibenzaldehido en MeOH y 50% de H,SO,).

Extraccion de

Tallos
(MeOH:H,0)
{
reflicjo v
Extraccion
BuOH (sat)

-

Fase acuosa Fase orgdnica

(Extracto de BuOH)

Y

Columna sobre
sitice (RP-18)

Sub-fracciones

—-———l Reunién de sub-fracciones ]

[ Productos puros_l

Esquema 2. Metodologia empleada para el aislamiento de los metabolitos secundarios presentes en los tallos
de Bulnesia arborea.
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Las reuniones de las fracciones, fueron nuevamente cromatografiadas, de la misma
forma y utilizando el mismo sistema, de esta manera se consiguieron aislar tres nuevas
saponinas triterpénicas: 3[,24-dihidroxiolean-12-en-28-oato de P-galactopiranosilo [8],
3-0O-[B-xilosil(1—3)glucopiranosil }-33,24-dihidroxi-30-rnor-olean-12,20(29)-dien-28-oato
de PB-glucopiranosilo. [9], 3P,24-dihidroxi-30-nor-oleano-12,20(29)-dien-28-oato de [-
gluco-piranosilo [16]

Cuadro 3. Compuestos aislados de los tallos de B. arborea.

HO

OH
O
0
OH

HO

18

OH
OH

HO ¢]
HO
OH

HO

[10]
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VIi.2.2.a.- 3, 24-dihidroxiolean-12-en-28-oato de B-galactopiranosiio [8]:

Luego de varios procesos de aislamiento, como la cromatografia en fase reversa,
empleando silice RP-18, se aislo un solido amorfo (4.5 mg) color blanco, su grado de
pureza fue verificado con una placa de cromatografia HPTLC. Su espectro de RMN-"C
(Figura 58, Tabla 24), revela que la molécula posee treinta y seis carbonos, como la
metodologia experimental empleada es especifica para saponinas, es de pensar que de que
se trata de un triterpeno con una molécula de azicar y en efecto se logran diferenciar las
sefiales del aglicon y del azucar. En el DEPT-135 (Figura 59), se observan para el aglicon:
seis metilos [0 13.6 (C-23); 6 16.1 (C-24); 6 17.5 (C-26); 6 26.1 (C-27); 6 33.1 (C-29) y
O 23.3 (C-30)], once metilenos, de los cuales, uno de ellos se encuentra unido a un atomo
de oxigeno [d 62.2 (C-24)], cinco metinos, uno de ellos hibridizado sp? [5 122.9 (C-12)] y
otro oxigenado [& 77.7 (C-3)] y ocho carbonos cuaternarios, siendo uno de estos un
carbonilo [8 176.4 (C-28)] y otro con hibridacion sp? [§ 144.2 (C-13)]. Conjuntamente, se
distinguieron las sefiales pertenecientes al azicar, donde, el carbono anomérico se ubico en
0 99.7 (C-17), ademas de cuatro sefiales de metinos y un metileno oxigenados.

En el espectro de RMN-'H (Figura 60, Tabla 25), a campo alto, surgen las sefiales
correspondientes a los metilos como singuletes, donde, una de ellas integra para seis
protones {6 0.90 (H-23); (H-29)], las sefnales entre 81.50 y & 3.50 corresponden a los
metilenos y metinos, también, como ya se ha discutido anteriormente, se destacan el grupo
de sefiales tipicas de los protones del azicar en aproximadamente 3 4.00 y & 4.50. A campo
un poco mas bajo, resalta un doblete que integra para un hidrogeno [0 6.29 (H-17)] que
podria ser el proton anomérico del azicar.

Con el espectro HSQC (Figura 61 y Figura 61.1), fue posible distinguir los protones

referentes a cada carbono, alli se nota claramente que la

senal del metilo en 6 0.90 corresponde a los carbonos &
13.6 (C-23) y 8 23.6 (C-29) y que el carbono anomérico se
encuentra en & 95.7 (C-17), entre otras sefales. Con esta

informacién y con ayuda a los valores reportados en la

bibliografia (Haddad er al., 2004) de los desplazamientos

Esqueleto del olenano




quimicos, se constatd de que el esqueleto del aglicon es un triterpeno de la serie del
oleanano.

Para verificar esta hipotesis, se recurre al espectro de HMBC (Figura 62, Diagrama
7) que a través de las correlaciones de los metilos [(H-29)«<(C-30); (H-29)«(C-21);
| (H-29)>(C-19), [(H-30)—(C-29); (H-30)(C-18)],
| [(H23)e(C24), (H23)o(C3)], [(H25)o(C-5),
(H-25)—~(C-10);  (H-25)~(C-1); (H-25)=(C-9)],
[(H-26)(C-9); (H-25)> (C-7); (H-25)>(C-14)] y
| [(H27)>(C-14); (H27)>(C-13); (H-27)>(C-18);

(H-27)(C-15)], queda confirmado el esqueleto.

Ademas, algo que es bastante comtiin en las saponinas

© triterpénicas de la serie del oleanano, es que el metilo
que se ubica en la posicion 28, sufra un proceso de oxidacion a un grupo carboxilo, como
es el caso de [8], esto se corrobora con la correlacion [(C-28)«»(H-18)]. Una variacion en el
esqueleto del aglicon de [8], es que en la posicion 24, que por io general de sitia un metiio,
en este caso, se halla es un metileno oxigenando, con la correlacion [(H-23)<>(C-24)], se
comprobo, que dicho metilo posiblemente sufrio también un proceso de oxidacion. La
olefina se confirm6 que esta entre las posiciones 12 y 13, como era de esperarse, con las
correlaciones [(H-27)—(C-13)«(H-12)].

Como ya se ha venido, discutiendo en los compuestos anteriores, para la
identificacion del azicar, se hace por razon de las correlaciones dadas del proton anomérico
en los espectros TOCSY (Figura 63), 'H,'"H-COSY (Figura 64), ROESY (Figura 65) y con
los valores reportados en la bibliografia.

En el espectro TOCSY (Figura 63)

se observan las correlaciones [(H-1")—(H-2");
(H-1")=(H-37),  H-I)~>(H-4);  (H-1")=>(H-5),
(H-1")>(H-6)], en el 'H,'"H-COSY [(H-1")«>(H-2")]
y en el ROESY (Figura 65) [(H-1)<~(H-5");

(H-1")«(H-4)], con esta indagacion se reconoce que Correlaciones TOCSY

es la galactosa (Maillard ef al., 1989).

Los



Igualmente, para la ubicacion de la galactosa, en el esqueleto del oleanano, se ubica
en el espectro HMBC (Figura 62), la correlacion del carbonilo [& 176.4 (C-28)] con el
proton anomérico [0 6.29 (H-1)], es decir, que esta unida al grupo acilo.

De esta forma queda establecida la estructura de [8] como 3f3,24-dihidroxiolean-
12-en-28-oato de {-galactopiranosilo, aunque pareciera ser una saponina triterpénica
bastante comun, es la primera vez que se aisla el conocido acido oleandlico con una
galactosa esterificando el carbonilo 28, por lo que éste seria el primer reporte como

producto natural.

HO

OH
o\?
o
WOH

HO

18]

Algunos estudios de estructuras similiares a esta, como la 3-O-B-D-
glucuronopiranosil-6'-O-metilhederagenina, reportan que tiene una actividad inhibitoria
hacia la lipasa pancreatica (Fang er al., 2011) que también ha sido aislada en varias

especies como Kalopanax septemlobum (Panov ef al., 2006), entre otros.
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C-28

C.D:N

azicar

Tabla 24. Desplazamientos quimicos (8) en el espectro de RMN-"C de [8].

Figura 58. Espectro de RMN-""C (CsD;sN, 150 MHz) de [8].

C 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
S(ppm) 37.0 23.8 77.7 47.3 533 18.2 32.8 38.6 48.0 36.8 25.8 122.9
Tipo -CH,- -CH,- >CHO- >C< >CH- -CH;- -CH,- >C< >CH- >C< -CH.- =CH-
C 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
dS(ppm) 1442 39.9 28.2 234 42.1 46.1 43.3 30.7 34.0 32.5 13.6 64.2
J(Hz), m =C< >C< -CH,- -CH,- >C< >CH< -CH,- >C< -CH;- -CH,- -CH; -CH,0-
C 25 26 27 28 29 30 1’ 2’ ¥ 4 5 6’
S(ppm) 16.1 17.5 26.1 176.4 33.1 23.6 97.7 74.1 78.8 71.1 79.2 62.2
Tipo -CH; -CH; -CH; >C=0 -CH; -CH; -OCHO- | >CHO- | >CHO- | >CHO- | >CHO- | >CHO-
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Figura 59. Espectro de RMN-"C/DEPT-133 (C;D;N) de [8].
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A-27 H-25

1 PPm

Tabla 25, Desplazamientos quimicos (8), multiplicidades (/m) y constantes de acoplamiento (/ Hz) en el espectro de RMN-'H de [8].

Figura 60. Espectro de RMN-"H (CsD;N, 600 MHz) de [8].

H 1 2 3 5 6 7 9 11 12 15
3(ppm) 0.78:1.34 | 1.84;2.20 4.08 1.26 nd” 1.42:1.50 1.18 nd? 5.43 nd?
J(Hz), m b) b) b b) b) b) b) b) s -
H 16 18 19 21 22 23 24 25 26 27
3(ppm) 1.45,1.55 3.20 nd” 1.64,1.12 nd? 0.90 4.20,4.62 0.94 1.10 1.24
J(Hz), m b) 9.7.d b) b) b) s b) s s s
H 29 30 r 2 3 4 5 6
3(ppm) 0.90 0.91 6.29 4.18 4.26 4.32 4.02 4.44; 438
JHz), m s s d t t t dd dd,rd

¥ no determinada. b) por el solapamiento con otras sefiales fueron reportadas sin su multiplicidad designada.
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Diagrama 7. Correlaciones TH/3C del espectro HMBC (CsDsN) de [8].
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Figura 63. Espectro y ampliacion de TOCSY (CsDsN) de [8].
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V1.2.2.b.- 3-0-|B-xilosil(1—3)glucopiranosil]-3p,24-dihidroxi-30-nor-ocleano-12,20(29)-
dien-28-oato de B-glucopiranosile [9]:

Luego de varios procesos de aislamiento, como la cromatografia en fase reversa,
empleando silice RP-18, se aislo un solido (3.1 mg) amorfo amarillento, que por su
apariencia fisica y la metodologia empleada, es de esperarse que se trate de una saponina.
En efecto, en su espectro de RMN-""C (Figura 66, Tabla 27), se observa un total de
cuarenta y seis carbonos, lo que hace pensar que la estructura es un triterpeno con mas de
una molécula de azicar. Ahi se distinguen las sefiales propias de metilos, metilenos,
metinos y carbonos cuaternarios sp’, también el conjunto de sefiales que incumben a los
carbonos unidos a grupos oxigenados, asi como también otras sefales que pueden ser
atribuidas a carbonos anoméricos y olefinicos y por ultimo una sehal que puede
corresponder a un carbono carbonilico. Todas estas senales se lograron clasificar, mediante
el espectro RMN-"C/ (DEPT-135) (Figura 67), de la siguiente forma: cuatro metilos
[0 13.4 (C-23); 6 16.1 (C-25); 6 17.5 (C-26); 0 26.0 (C-27)], doce metilenos, uno de ellos
esta unido a un atomo de oxigeno [8 65.3 (C-24)] y otro esta hibridizado sp* [ 107.2
(C-29)], cinco metinos, de las cuales, uno se encuentra hibridizado sp® [6 123.1 (C-26)] y
ocho carbonos cuaternarios, dos con hibridacion sp® [8 143.0 (C-13) v & 148.5 (C-20)] y un
carbono carbonilico[6 175.7 (C-28)]. Al mismo tiempo, las sefales pertenecientes a los
azucares, diferenciandose entre ellas, tres carbonos anoméricos [0 95.8 (C-17); 6 104.0
(C-1") y 8 105.9 (C-1""")] v las respectivas sefiales de metinos y metilenos oxigenados
entre 3 69.0y 0 83.0.

El espectro de RMN-'H (Figura 68, Tabla 28), es bastante similar al compuesto
anterior, aqui, se notan claramente las cuatro sefiales de los metilos que salen como
singuletes [0 1.09 (H-23); 6 0.93 (H-25); 6 1.10 (H-26) y 6 1.18 (H-27)], asimismo, las
demas sefiales de los protones metilenos y metinos 6 1.00 y & 2.60, el grupo de sefiales de
protones con grupos oxigenados y olefinicos entre & 3.80 y & 5.80 respectivamente.

Con el espectro HSQC (Figura 69 y 69.1), como ya se ha descrito para los

compuestos antertores, fue posible asignar a cada carbono sus protones correspondientes.

194



Igualmente que en los compuestos anteriores,
aplicando la misma sistematica para identificar el
aglicon, se acude al espectro HMBC (Figura 70 y

70.1; Diagrama 8), partiendo de las correlaciones que

dan los hidrogenos de los metilos con los carbonos

que se encuentran proximos a ¢€stos, y se llego a la

conclusion de que se trata del mismo esqueleto que el

. . . Correlaciones HMBC
compuesto anterior, un triterpeno de la serie del e

oleanano, con las correlaciones [(H-25)«>(C-10); (H-25)—(C-1);, (H-25)«>(C-5)],
[(H-23)(C-24); (H-23)(C-4), (H-23)(C-5); (H-23)(C-3)], [(H-26)(C-8);
(H-26)«>(C-14); (H-26)—(C-7)], [(H-27)(C-15); (H-27)<>(C-8); (H-27)«>(C-8)], con la
diferencia de que [9], se encuentra despojado de uno de los 2 metilos unidos al carbono 20,
es decir, que hubo una especie de reduccion que produjo la pérdida de uno de ellos, esto se
hace notar claramente con las correlaciones [(H-29)«<>(C-19); (H-29)«—(C-21)] y por
comparacion con los valores reportados en la bibliografia (Hao et al., 2008) .

Una vez, con el esqueleto del aglicon identificado, se procede de la misma forma, al
esclarecimiento de los azicares y a la ubicacion de las mismas en el aglicon, con ayuda de
los espectros TOCSY (Figura 71), 'H,'H-COSY (Figura 72), ROESY (Figura 73), HMBC
(Figura 70 y 70.1 ) y con los valores reportados en la bibliografia. A través de los protones
anoméricos se logrd identificar una glucosa, con las correlaciones TOCSY (Figura 71)
[(H-1")~>(H-27); (H-1")>(H-3"); (H-1")>(H-4"); (H-1")>(H-5"); (H-1")~(H-6")], por
otro lado se comprobé también la presencia de una xilosa con las correlaciones TOCSY
(Figura 71) [(H-1")~(H-2"); (H-1"")>(H-3""); (H-1"")<(H-4"")] y otra glucosa con las
correlaciones TOCSY [(H-1"")~(H-2""), (H-1"")~(H-3"""); (H-1"")—=>(H-4");
(H-1"")=(H-5"""); (H-1""")>(H-6""")], ademas de las correlaciones observadas en los
espectros 'H,'H-COSY (Figura 72)y ROESY (Figura 73).

Para ubicar los azucares en el esqueleto se verifican, nuevamente, las correlaciones
del proton anomérico con alguno de los carbonos del aglicon, en HMBC (Figura 70 y 70.1)
se observa una correlacion [(H-17)«>(C-28)}, la cual ubica una de las glucosas sobre el
carbono en posicion 28. La xilosa se ubica sobre el carbono en posicion 3, esto se corrobora

por medio de la correlacion [(H-1"")—(C-3)], ahora bien, existe una conexion entre la
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xilosa y la glucosa restante, es decir, por medio de la correlacion [(H-1""")«>(C-3"")] indica
que la molécula de la glucosa esta unida a través el carbono (C-37") de la xilosa.

De esta forma quedo establecida la estructura como 3-O-B-xilosil(1-—3)
glucopiranosil]-3f,24-dihidroxi-30-nor-oleano-12,20(29)-dien-28-cato  de  B-glucopira-

nosilo |9].

HO

0
O OH
oH

HO

191

Este compuesto, no ha sido reportado anteriormente, por lo que éste es el primer

reporte como producto natural.
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Figura 66. Espectro de RMN-"C (CsDsN, 150 MHz) de [9].
Tabla 26. Desplazamientos quimicos (3) en el espectro de RMN-">C de [9].
C 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
S(ppm) 388 25.9 82.9 434 48.8 18.2 32.8 39.9 472 36.8 235 | 123.1
Tipo -CH,- -CH,- >CHO- >C< >CH- -CH,- -CH,- >(C< >CH- >C< -CH,- =CH-
C 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
d(ppm) 143.4 42.1 28.2 23.7 43.4 47.6 41.6 148.5 30.1 37.6 13.4 65.3
J(Hz), m =C< >(C< -CH,- -CH,- >(C< >CH- -CH;- =(C< -CH,- -CH,- -CH; -CH,-
C 25 26 27 28 29 1’ 2’ 3 4’ 5 6’
3(ppm) 16.1 17.5 26.0 175.7 107.2 95.8 74.0 78.7 71.2 79.5 62.1
Tipo -CH; -CH; -CH; >C=0 =CH,- | -OCHO- | >CHO- | >CHO- | >CHO- | >CHO- >CH,0-
C 19’ 2’9 39! 4’9 599 1’99 299’ 3999 49’9 5”9 69”
S(ppm) 104.0 76.1 82.5 69.9 65.3 105.9 75.5 78.1 71.2 76.6 62.4
Tipo -OCHO- § >CHO- | >CHO- | >CHO- | >CH,0- j -OCHO- | >CHO- >CHO- | >CHO- |} >CHO- >(CH,0-
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Figura 67. Espectro de RMN-"C, DEPT-133, (CsDsN) de [9].
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Figura 68. Espectro de RMN-"H (CsDsN, 600 MHz) de [9].

Tabla 27. Desplazamientos quimicos (8), multiplicidades () v constantes de acoplamiento (/ Hz) en el espectro de RMN-"*C de [9].

H 1 2 3 5 6 7 9 11 12 15 16 18 19
S(ppm) 1.48.0.66 | 2.28.1.96 4.14 1.54 1.70,1.35 § 1.57.1.28 3.10 2.20:2.00 5.42 2.30;1.12 | 1.90;1.88 1.69 2.58.2.28
JHz), m m m m m m n 8.4, dd m 3¢ m m m 12, ¢

H 21 22 23 24 25 26 27 29 1 2 3 4 5
S(ppm) 2.19;2.06 | 2.00,1.69 1.09 4.35.3.75 0.93 1.10 1.18 4.94; 487 6.26 4.15 4.00 4.28 4.25
JHz), m m m m N s s ) d 8.d m m m m

H 6 1 2” 3 4" 5 1’ 2’ 3 4 5 6"
d(ppm) 4.35:nd 5.04 4.10 4.59 4.50 4.35:3.75 5.28 4.13 4.15 4.28 3.93 4.35:.3.75
JMHz), m m 8., d m m m m 8, d m m m 6, t m
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Figura 69. Espectro de HSQC (CsDsN) de [9].
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Figura 70. Espectro y ampliacion de HMBC(CsDsN) de [9]

202




H-23

- 1 | H2T

C-YB-23

J R i 011, : &1 |
3 (ppm) o cu) 3 —
- . : . F1
S - g PV i
=40 , ; ~ B 10
C-H C-3/H-1" ;
e C3/k o . 110
80 \;:- ) /
. 120
.h 90 130
100 ~ e M0 Tenmn
e

54 52 5.0 4.8 4.6 4.4 4.2 4.0 3.8 - 160
F2 (ppm) 2 170

1.2

Figura 70.1. Ampliaciones del espectro de HMBC(CsDsN) de [9].

203




H-I' Hep HAY

<

- H-s”’/ﬁil’”- ‘
H-3 k i r I

¢ i
4.2 v Fd
i # {ppmj

3.8

4.8 o i !
5.0 & [H R H-5" 4.0
5.2 H—S”’fﬂ;‘im
’ i R 3 ‘ Y o
H_."”V- !

5.4 N 4.1 g

g ’ H-2" .. i 4 Y
5.6 | | ‘< i i

H4EL

H-4"

K T . B
6.6 He 4.4 v i ;
| | o . o

6.0 5.5 5.0 4.5 ¢.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1i.%

F2 (ppm}

$.2 6.0 5.8 5.6 5.4 3.2 5.0 4.8 4.6 ¢.4 4.2 4.0 3.8
¥2 (ppn)

HO

Figura 71. Espectro y ampliacién de TOCSY (CsDsN) de [9].
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V1.2.2.c.- 38,24-dihidroxi-30-nor-oleano-12,20(29)-dien-28-oato de B-glucopiranosilo
{10]:

Igual que los precedentes, utilizando cromatografia en fase reversa, con silice
RP-18, se aislo un solido amorfo color blanco (3.9 mg). Por la similitud de los compuestos
anteriores, puede tratarse de un compuesto analogo.

Justamente, en su espectro de RMN-"C (Figura 74, Tabla 29), se observa un total
de treinta y cinco carbonos, puede tratarse de un triterpeno con una molécula de azucar, ya
que los desplazamientos quimicos de los carbonos son bastantes similares al compuesto
anterior. En el espectro RMN-"C (DEPT-135) (Figura 75), se discrepan cinco metilos
[8 28.2 (C-23); 5 28.2 (C-24); 5 15.5 (C-25); 8 17.4 (C-26); 6 26.1 (C-27)], significa que el
esqueleto de [10] posee un metilo mas que [9], por lo tanto, l6gicamente [10] deberia tener
un metileno menos, y consiguientemente se contabilizan once metilenos, uno de ellos
hibridizado sp* [§ 107.2 (C-29)], asimismo se observan cinco metinos, de los cuales, uno se
encuentra hibridizado sp” [8 123.1 (C-26)] y otro esta unido a un oxigeno [8 89.3 (C-3)] y
finalmente ocho carbonos cuaternarios, dos con hibridacion sp” [ 143.4 (C-13) y & 148.5
(C-20)] y un carbono carbonilico [0 1757 (C-28)]. Conjuntamente, las sefiales
pertenecientes al azicar, en este caso solo se diferencia un carbono anomérico [0 95.8
(C-17)] y por su puesto las sefiales de metinos y metilenos oxigenados entre d 69.0 y 6 83.0.

El espectro de RMN-'H (Figura 76, Tabla 30), es practicamente igual al anterior,
diferenciandose en las sefiales de los metilos que salen como singuletes, donde una de ellas
integra para seis protones en [0 1.30 (H-23) y (H-27)] y las demas integran para tres
protones, [& 0.98 (H-24); 6 0.84 (H-25); & 1.07 (H-26)], lo que confirma la presencia de los
cinco metilos. Equivalentemente surgen las demas sefiales de los protones metilenos,
metinos, el conjunto de sefiales de protones oxigenados y olefinicos. Con el espectro HSQC
(Figura 77), se asigné a cada carbono sus respectivos protones. Por la similitud de los
espectros de RMN-"C y RMN-'H de [10] (Figuras 74 y 76) con los de [9] (Figuras 66 y
68), se propuso el mismo esqueleto de [9] como estructura base. De ahi, con el espectro
HMBC (Figura 78 y 78.1; Diagrama 9), se cerciora si se trata del mismo esqueleto, con las
correlaciones [(H-24)<>(C-23); (H-24)<>(C-4); (H-24)«(C-5); (H-24)«>(C-3)], a su vez,
[(H-23)<>(C-23); (H-23)«>(C-4); (H-23)«>(C-5); (H-23)«> (C-3)], coinciden en que ambos
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metilos se encuentra situados sobre el mismo carbono (C-4). Las demas correlaciones de
los otros metilos indican que es el mismo esqueleto con el doble enlace exociclico en la

posicion 20.

La identificacion de la molécula de azucar y
su ubicacion, se derivo de la misma forma, con los
espectros TOCSY (Figura 79), 'H,'"H-COSY (Figura
80), ROESY (Figuras 81 y 81.1) y HMBC (Figura 82
y 82.1). El proton anomérico de identifico en 6 6.22

(H-17), y las correlaciones observadas y con los

valores reportados en la bibliografia se identificod

Correlaciones HMBC

como una glucosa y se encuentra situada cercana al

carbonilo, [(H-17)<(C-28)].
De esta forma queda establecida la estructura como 38,24-dihidroxi-30-nor-oleano-
12,20(29)-dien-28-oato de B-glucopiranosilo [10].

[10]

Este compuesto, no ha sido reportado anteriormente, por lo que éste es también el
primer reporte como producto natural en la especie Bulnesia arborea y para la familia

Zygophyllaceae.
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Figura 74. Espectro de RMN-">C (CsD;N, 150 MHz) de [10].
Tabla 28. Desplazamientos quimicos (8) en el espectro de RMN-">C de [10].
C 1 2 3 4 5 () 7 8 9 10 11 12
S(ppm) 394 26.7 893 38.7 558 18.5 33.1 39.9 473 36.9 23.7 123.1
Tipo -CH,- -CH,- >CHO- >(C< >CH- -CH,- -CH;- >C< >CH- >(C< -CH>- =CH-
C 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24
d(ppm) 143.4 42.1 28.2 235 42.1 47.6 41.7 148.5 30.1 37.6 17.0 28.2
JHz).m | =C< >C< | CH- | CH- | 5C< | >Ch- | <H- | =C< | - | <. | <8, | <H
C 25 26 27 28 29 1’ 2’ 3 4’ 5’ 6’
S(ppm) 15.5 17.4 26.1 175.7 107.2 95.8 74.0 79.2 70.6 78.8 62.3
Tipo -CH; -CH; -CH; >C=0 =CH,- -OCHO- | >CHO- >CHO- >CHO- >CHO- >CH,0-
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Figura 76. Espectro de RMN-'H (CsDsN, 600 MHz) de [10].
Tabla 29. Desplazamientos quimicos (5), multiplicidad (#) y constantes de acolpamiento (/ Hz) en el espectro de RMN-'H [10].
H 1 2 3 5 6 7 9 11 12 15 16 18 19
S3(ppm) 1.39,0.62 | 2.30;1.82 4.20 1.54 1.70:1.35 | 1.57,1.28 3.06 1.90:1.86 5.35 2.28;1.05 | 1.87;1.60 1.69 2.63;2.28
J(Hz), m m m m m m n 8:4,dd m 3.t m m m 12, ¢
H 21 22 23 24 23 26 27 29 1 2 ¥ 4 5 6’
S(ppm) | 2.17,2.08 | 2.30,1.72 1.30 0.98 0.84 1.07 1.30 | 4.80;4.72 6.26 4.15 4.00 428 4.25 435442
J(Hz), m m m m N s s 5 8d 8. d m m m m m
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VIL1.-.Zanthoxylum rhoifolium LAM (Rutaceae)
Esta parte experimental fue realizada en el Laboratorio de Productos Naturales,
Facultad de Ciencias de la Universidad de Los Andes Mérida-Venezuela.
VII.1.a.-Técnicas generales aplicadas:

Cromatografias de columnas.- Para las cromatografias en columna se utilizo gel

de silice 60 (Merck, 63 a 200 p, 70-230 mesh) como adsorbente y montaje humedo. El
criterio para el desarrollo de cada columna dependid de cada muestra en particular
(Cassidy, 1966 y Sthalt 1969). La cromatografia en columna de exclusion (Sephadex
LH20), se realz6 seglin la metodologia descrita por Henke (1995).

Cromategrafia de capa fina y capa gruesa.- Para la cromatografia de capa fina

(CCF) y capa gruesa (CCGP) se utilizd papilla de silica gel Merck HF 254 de 0.25y 0.5

mm, respectivamente, soportada sobre placas de vidrio. Los sistemas de eluyentes fueron
escogidos de acuerdo a la separacion mas adecuada en CCF. Para el revelado de las placas
(CCF), éstas fueron rociadas con “oleum” (AcOH/H>O/H,SQs, 20:4:1 v/v) y después
calentadas con corriente de aire a 100°C por algunos minutos.

Puntos de fusion y ebullicién.- Los puntos de fusion fueron medidos en un aparato

Fischer—Johns dotado de plancha de calentamiento para el rango de 20 a 300 °C. Los
puntos de ebullicion fueron realizados en un tubo de Thiele y corregidos.

Espectros infrarrojos.- Se realizaron en un espectrofotometro Perkin—Elmer

modelo FT-1725X, en pastillas de KBr para los solidos y como pelicula liquida sobre NaCl
para los liquidos.

Espectros de RMN.- Los espectros de RMN uni y bidimensional fueron tomados

en un equipo de resonancia magnética nuclear Bruker—Avance DRX 400 a (400 y 100
MHz), respectivamente. Los disolventes deuterados utilizados fueron escogidos de acuerdo
a la solubilidad de los compuestos aislados. Para cada espectro se uso TMS como patron
interno.

Espectros de masas.- Los espectros de masas se realizaron utilizando un

espectrometro de masas Hewlett-Packard 59302, 70 ev.
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VIL1.b.-Recoleccion del material vegetal:

El material vegetal se recolecto en el Jardin Botanico de la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis de la Universidad de Los Andes, Mérida- Venezuela. La muestra botanica de la
especie se encuentra depositada en el herbario MERF de la Facultad de Farmacia y
Bioanalisis (ULA). La clasificaion botanica de la especie la reaizo el Ingeniero Forestal
Juan Carmona Arzola, Curador del Herbario MERF de la Facultad de Farmacia y Bioanalis

(ULA).

Vlli.1.c.-Extraccion del material vegetal en bruto:
Consistio, en la extraccion sucesiva de las hojas frescas con solventes de polaridad
creciente (hexano, acetona, metanol), haciendo uso de un soxhlet y la posterior

concentracion al vacio (por medio de un rotavapor) a una temperatura no mayor de 40 °C.

VIl.1.d.-Cromatografia general de los extractos de acetona:

Los extractos en acetona (35 g) de las hojas fueron redisueltos en el mismo solvente
y se le agregd suficiente gel de silice Merck-60 para formar una pasta homogénea.
Posteriormente se elimin6 la mayor parte del solvente en un rotavapor y la gel himeda
recuperada en cada caso, se extendio en bandejas y se mantuvo bajo campana de vacio
hasta asegurar la completa evaporacién del solvente.

Una vez seca la gel de silice con los extractos preadsorbidos, se homogenizé en un mortero
y se tamizo, quedando lista las “cabezas” para la etapa cromatografica.

Los procesos cromatograficos generales se llevaron a cabo utilizando la técnica de
cromatografia en columna al vacio de Coll & Bowden (1986). Las columnas fueron eluidas
con mezclas binarias de hexano, diclorometano y metanol en orden de polaridad creciente.
Se recogieron fracciones de 250 mL y las mismas se concentraron en un rotavapor, a

temperatura inferior a 40 °C, y luego se pesaron.

VIIL.1.e.-Resuitados de la cromatografia general de los extractos de acetona:
Las fracciones concentradas fueron redisueltas en cantidades minimas de acetona o

diclorometano y luego analizadas por cromatografia de capa fina, usando diferentes
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sistemas de elusion; sobre la base de estos analisis, las fracciones fueron adecuadamente

reunidas. El resultado de la cromatografia se muestra en la tabla 30.

Tabla 30. Fracciones obtenidas de la cromatografia general del extracto de acetona.

Reunion Fracciones Eluyentes Peso (g) Compuestos
A 2-10 Hex/CH,CL, (50%) 9,574 Mezclas + [1] y [2]
B 11-22 Hex/CH,Cl, (70%) 3,241 Mezclas complejas
C 24-26 Hex/CH,Cl; (90%) 1,138 Mezclas + [3]
D 27-38 CH-Cl, 3,079 Mezclas complejas
E 39-44 CH,Cl, /MeOH(3%) 1,117 Mezclas complejas
F 45-52 CH,Cl, /MeOH(5%) 5,840 Mezclas + [4]
G 53-60 CH,Cl, /MeOH(10%) 4,097 Mezclas complejas
H 61-74 CH,Cl, /MeOH(50%) 7,038 Mezclas complejas

VII.1.f.-Asilamiento y purificacién de los productos.

A) Aislamiento y purificaciéon de Zanthoxyfolina [1]:

Fue aislado de la reunion A por recromatografia por Sephadex® LH20, en un

sistema [Hexano: CH,Cl,: Metanol (1:2:1)], como eluyente, para eliminar la clorofila, y

purificado mediante el empleo de cromatografia de capa gruesa preparativa (CCGP),

usando una mezcla de [Hex: CH,Cl; (3:2)] como eluyente y cuatro recorridos.

Formula molecular: C9H3NO; (82 mg).
Pf: 68-69°C.

Peso molecular: 297 g/mol

IR: (ver Figura 7, Tabla 1).

EM: (ver Figura 6).

RMN-"C: (ver Figura 8, Tabla 2).
RMN-"H: (ver Figura 8, Tabla 3).

'H, '"H-COSY: (ver Figura 10).

HSQC: (ver Figura 11).

HMBC: (ver Figuras 12 y 12.1; Diagrama 1).

Rayes-X: (ver Figura 13).
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B) Aislamiento y purificacion de 1p-hidroxi-B-ylangeno:

Fue aislado de la reunion A por cromatografia de Sephadex® LH20, en un sistema
[Hexano: CH,Cl,: Metanol (1:2:1)], como eluyente, para eliminar la clorofila, y purificado
mediante el empleo de cromatografia de capa gruesa preparativa (CCGP), usando una

mezcla de [Hex: AcEt (9:1)] como eluyente y tres recorridos.

Formula molecular: C;5H2,0 (46 mg).
Pe: 123-124°C.
Peso molecular: 220 g/mol
IR: (ver Figura 15, Tabla 9).
RMN-"C: (ver Figura 16, Tabla 10).
RMN-'H: (ver Figura 17, Tabla 11).
'H, "H-COSY: (ver Figura 19).
HSQC: (ver Figura 18).
HMBC: (ver Figuras 20; Diagrama 2).
NOESY: (ver Figura 21)
C) Aislamiento y purificacion de Oxido de 8,13-epi-maoil-14-eno:
Fue aislado de la reunién C por recromatografia por Sephadex® LH20, en un
sistema [Hexano: CH;Cl,;: Metanol (1:2:1)], como eluyente, para eliminar la clorofila, y
purificado mediante el empleo de cromatografia de capa gruesa preparativa (CCGP),

usando una mezcla de [Hex: CH,Cl; (7:4)] como eluyente y tres recorridos.

Formula molecular: CyoH340 (53 mg).

Pf: 79-80°C.

Peso molecular: 290 g/mol

IR: (ver Figura 22, Tabla 12).

RMN-"C: (ver Figura 23, Tabla 13).
RMN-"H: (ver Figura 24, Tabla 14).

'H, "H-COSY: (ver Figura 26).

HSQC: (ver Figura 25).

HMBC: (ver Figuras 27 y 27.5; Diagrama 3).
NOESY: (ver Figura 28).

223



D) Aisiamiento y purificacion de 4,6-dimetoxifurano:

Fue aislado de la reunion F por recromatografia por Sephadex® LH20, en un sistema
[Hexano: CH,Cl,: Metanol (1:2:1)], como eluyente, para eliminar la clorofila, y purificado
mediante el empleo de cromatografia de capa gruesa preparativa (CCGP), usando una

mezcla de [Hex: CH,Cl; (3:2)] como eluyente y cinco recorridos.

Formula molecular: CioH;003 (58 mg).
Pf: 85-86°C.

Peso molecular: 178 g/mol

IR: (ver Figura 29, Tabla 15).
RMN-"C: (ver Figura 30, Tabla 16).
RMN-"H: (ver Figura 31, Tabla 17).
"H, "H-COSY: (ver Figura 33).

HSQC: (ver Figura 32).

HMBC: (ver Figura 34; Diagrama 4).
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VIL.2.-Bulnesia arborea Cl. Gay. (Zygophyllaceae).
Esta parte experimental fue realizada en el Laboratorio de Farmacognosia, Unidad
de Moléculas de Interés Biologico (UMIB), Facultad de Farmacia, Univesidad de

Bourgogne, Dijon-Francia.

Vil.2.a.-Técnicas generales aplicadas:
Cromatografias de columnas.- Para la cromatografia liquida en columna a presion

media (MPLC) se utilizo gel de silice 60 (Merck, 15 a 40 pm) y gel de silice RP18 (Merck,

25 a 40 pm) como adsorbente y montaje himedo, con una bomba Gilson M-305 y pre-
columna Biichi (110x15 mm). El criterio y el tamafio de cada columna dependio de cada
muestra en particular (Elbandy ez al.;2007). La cromatografia en columna de exclusion
(Sephadex LH20), se realzo segln la metodologia descrita por Henke (1995).

Cromatografia _de capa fina.- Para la cromatografia de capa fina (CCF) y

cromatografia en capa fina de alta resolucion (HPTLC) se utilizo papilla de silica gel Merck
60 F,sq, respectivamente, soportada sobre placas de vidrio. Los sistemas de eluyentes para
saponinas fueron escogidos de acuerdo a la separacion mas adecuada en CCF. Para el
revelado de las placas (CCF), éstas fueron rociadas con “Komarowsky” (mezcla de 5:1 al
2% de 4-hidroxibenzaldehido en MeOH y 50% de H,SO.) y después calentadas con
corriente de aire a 100°C por algunos minutos.

Espectros de RMN.- Los espectros de RMN uni y bidimensional fueron tomados

en un equipo de resonancia magnética nuclear Varian VNMR-S 600MHz, respectivamente.
Utilizando como solvente deuterado piridina-d5. Para cada espectro se uso TMS como

patron interno.

VIL.2.b.-Recoleccion y preparacion del material vegetal:

El material vegetal se recolecté en el Jardin Botanico de la Facultad de Ciencias
Forestales y Ambientales de la Universidad de Los Andes, San Juan de Lagunillas Estado
Meérida. La muestra botanica de la especie se encuentra depositada en el herbario MERF de
la Facultad de Farmacia y Bioanalisis (ULA). La clasificaion botanica de la especie la

reaizo el Ingeniero Forestal Juan Carmona Arzola, Curador del Herbario MERF de la
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Facultad de Farmacia y Bioanalis (ULA). Las hojas y tallos, se colocaron dentro de una
estufa a 40°C, para acelerar el proceso de secado durante dos dias. A continuacion se

procedio a molerlos separadamente en un molino eléctrico.

VII.2.c.-Extraccion del material vegetal en bruto:

Consistio, en la extraccion sucesiva, en reflujo, de las hojas (250 g) vy los tallos
(250 g), por separado, con MeOH:H,O (70:30), durante 45 minutos, para la posterior
concentracion al vacio (por medio de un rotavapor) a una temperatura no mayor de 40 °C.
Una vez obtenidos ambos extractos, se realizaron repetidas extracciones con n-butanol
(BuOH) saturado, a cada uno de ellos, para la eliminacion de los azucares en la fase
acusosa, obteniedo de esta manera, fase organica, el extracto de BuOH, que finalmente se

concentro al vacio (por medio de un rotavapor) a una temperatura no mayor de 40 °C.

VIL.2.d.-Cromatografia general de los extractos de BuOH de las hojas y tallos:

El extracto de BuOH (4 g) de las hojas, fue preadsorbido sobre gel de silice de fase
reversa RP18 (Merck, 25 a 40 pm). Los procesos cromatograficos generales se llevaron a
cabo utilizando la técnica de cromatografia en columna al vacio (VLC), Sephadex LH20, y
cromatografia liquida de columna a presion media (MPLC) (Acharya ef al., 2008).

El extracto de BuOH, de los tallos (2g), fue preadsorbido sobre gel de silice de fase
reversa RP18 (Merck, 25 a 40 um) en cromatografia liquida de columna a presion media

(MPLC) (Acharya et al., 2008).

VIL1.e.-Resultados de la cromatografia general de los extractos de BuOH de las hojas
y tallos:

Las fracciones, concentradas fueron redisueltas en cantidades minimas de H,O o
MeOH, luego analizadas por cromatografia de capa fina, usando diferentes sistemas de
elusion para saponinas, (Elbandy e al, 2007, Acharya et al., 2008); sobre la base de estos
analisis, las fracciones fueron adecuadamente reunidas. El resultado de las cromatografias

se muestras en las siguientes tablas.
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Tabla 31. Fracciones obtenidas de la cromatografia general de la columna VLC del extracto de BuOH.

Reunién Fracciones Eluyentes Peso (g) Compuestos
BuBa 1 1-7 H;O 3.7 Mezclas + [5]
MeOH:H,0 } .
BuBa 2 8-15 (50-50) 4,5 Mezclas complejas
BuBa 3 16-20 MeOH 5,0 Mezclas complejas

Tabla 32. Fracciones obtenidas de la cromatografia general del extracto de la fraccion BuBa2, columna

(46cm x 2,2cm) MPLC (silice 15-40 pm).

Reunion Fracciones Eluyentes Peso (mg) Compuestos
BuBa 2.1 1-84 CH%E)I‘,JA;?;H’O 73.0 Mezclas + [5]
BuBa 2.2 85-97 CH((:éz)I\;;(gg)Hzo 12,5 Mezclas complcjas
BuBa 2.3 98-103 CH%BB;ZS?;HO 46 Mezclas complejas
BuBa 2.4 104-107 CH%B?;?)}S{)HZO 3,1 Mezclas complejas
BuBa2.5 108-110 CH%%{:IZG?;HZO 4,1 Descomposicion
BuBa 2.6 111-253 CH%;;?S%% H0 17 Mezclas complejas
BuBa 2.7 254-313 CH(E&R_/‘[S%I(;I) Ha 92,0 Descomposicion
BuBa 2.8 314-380 C'Hc(gﬁggg):mo 336.7 Mezclas complejas
BuBa 2.9 381-400 CH((néi‘fggg):Hzo 22 Descompocion

Tabla 33. Fracciones obtenidas de la cromatografia general del extracto de BuOH, columna de Sephadex LH-

20.

Reunién Fracciones Eluyentes Peso (mg) Compuestos
BuBaSx1 1-19 MeOH:H,0 (50:50) 287.1 Mezclas complejas
BuBaSx2 20-22 MeOH:H,0 (50:50) 104,0 Mezclas complejas
BuBaSx3 23-24 MeOH:H,0 (50:50) 97.0 Mezclas complejas
BuBaSx4 25-29 MeOH:H0 (50:50) 180,0 Mezclas complejas
BuBaSx5 30-33 MeOH:H,0 (50:50) 61,1 Mezclas + [6]
BuBaSx6 34-35 MeOH:H,0 (50:50) 17,0 Mezclas + {6]
BuBaSx7 36-43 MeOH:H,0 (50:50) 17,1 Mezclas complejas
BuBaSx8 44-47 MeOH:H,0 (50:50) 40,0 Mezclas complejas
BuBaSx9 48-53 MeOH:H,0 (50:50) 38.8 Mezclas complejas

BuBaSx10 54-55 McOH 28.4 Mezclas complejas
BuBaSx11 56-59 MeOH 52,3 Mezclas complejas
BuBaSx12 60-75 MeOH 1757 Mezclas + {7]

BuBaSx13 90-95 MeOH 90,5 Mezclas complejas
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> Tallos

Tabla 34. Fracciones obtenidas de la cromatografia general del extracto de BuOH, columna (43cm x 1,5 cm)
MPLC en silice de fase reversa RP18.

Reunién Fracciones Eluyentes Peso (mg) Compuestos
BuBaT1l 1-8 MeOH:H-0 (40:60) 40 Mezclas
BuBaT2 9-11 MeOH:H,0 (40:60) 152.1 Mezclas
BuBaT3 12-26 MeOH:H,0 (40:60) 45 [8]
BuBaT4 34-43 MeOH:H,0 (50:50) 7,7 Mezclas
BuBaT5 44-50 MeOH:H>0 (50:50) 323 Mezclas
BuBaT6 51-534 MeOH:H,0 (60:40) 3,1 9]
BuBaT7 53-59 MeOH:H,0 (60:40) 7.1 Mezclas
BuBaT8 60-63 MeOH:H,0 (60:40) 1,6 Mezclas
BuBaT9 64-68 MeOH:H»0 (70:30) 1,5 Mezclas
BuBaT10 69-75 MeOH:H,0 (70:30) 3.9 [10]
BuBaT1l1 76-78 MeOH:H,0 (70:30) 7,6 Mezclas
BuBaT12 79-80 MeOH:H;0 (70:30) 13,5 Mezclas
BuBaT13 81-86 MeOH:H-0 (80:20) 34 Mezclas
BuBaTl4 87-93 MeOH:H,0 (80:20) 47 Mezclas
BuBaT15 94-97 MeOH:H,0 (80:20) 3.9 Mezclas
BuBaTl6 98-103 MeOH:H,0 (90:10) 5,3 Mezclas

VIL2.f.-Asilamiento y purificacion de los productos de las hojas y los tallos:

> Hojas

A) Aislamiento y purificacion de Bulnearboreanésido I [5]:

Fue aislado de la reunion BuBa 2.1, mediante una columna (46cm x 1,5¢m) MPLC

utilizando como eluyentes [CHCl;:MeOH:H,O (65:35:10)}.

Formula molecular: C;;H3,010(8.1 mg).

Pf: descomposicion.

Peso molecular: 444,48 g/mol
RMN-"C: (ver Figuras 35 y 36, Tabla 18).

RMN-"H: (ver Figura 37, Tabla 19).

'H, "H-COSY: (ver Figuras 41 y 41.1).
HSQC: (ver Figuras 38; 38.1 y 38.2).
HMBC: (ver Figura 39 y 39.1; Diagrama 5).

TOCSY: (ver Figuras 40 y 40.1).

ROESY: (ver Figura 42).
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B) Aislamiento y purificacion de de 3,21-bis|O-B-D-glucopirandsilo] de
ergosta-5,24(28)-dieno-(3p,11a,21,26)-tetrol [6]:
Fue aislado de la reunion BuBaSx5 y BuBaSx6, luego de cromatografiar

nuevamente sobre Sphadex LH20 en un sistema MeOH:H,0 (50:50).

Foéormula molecular: C4HgsO13 (3.2 mg).

Pf: descomposicion.

Peso molecular: 754,96 g/mol

RMN-"C: (ver Figuras 43 y 44, Tabla 20).
RMN-"H: (ver Figura 45, Tabla 21).

'H, "TH-COSY: (ver Figuras 49).

HSQC: (ver Figuras 46 y 46.1).

HMBC: (ver Figuras 47 y 47.1; Diagrama 5).
TOCSY: (ver Figuras 48).

ROESY: (ver Figura 50)

0} Aislamiento y purificacion de 1lo-acetil3f-0-D- xilosil-23-0-D-
ramnosil- ergosta- 5,24(28)- dieno-3f8, 11a, 21, 26-tetrol [7].
Fue aislado de la reunion BuBaSx12, luego de cromatografiar nuevamente sobre

Sphadex LLH20 en un sistema MeOH:H,O (50:50).

Férmula molecular: C41HgsO13 (1.7 mg).

Pf: descomposicion.

Peso molecular: 766,98 g/mol

RMN-"C: (ver Figura 52, Tabla 23).
RMN-"H: (ver Figura 51, Tabla 22).

'H, "H-COSY: (ver Figuras 56).

HSQC: (ver Figuras 53 y 53.1).

HMBC: (ver Figuras 54 y 54.1; Diagrama 6).
TOCSY: (ver Figuras 55).

ROESY: (ver Figura 57)
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» Talles
D)  Aislamiento y purificacion de 38, 24- dihidroxiolean- 12-en- 28-oato de J-

galactopiranosilo [8].

Fue aislado de la reunion BuBaT3, empleando una columna (43cm x 1,5 cm)
MPLC en silice de fase reversa RP18 ultizando como eluyentes [MeOH:H,O], como se

muestra en la tabla 34,

Férmula molecular: CscHsgOo (4,5 mg).
Pf: descomposicion.

Peso molecular: 634,86 g/mol

RMN-"C: (ver Figuras 58 y 59, Tabla 24).
RMN-"H: (ver Figura 60, Tabla 25).

'H, "H-COSY: (ver Figuras 64).

HSQC: (ver Figuras 61).

HMBC: (ver Figuras 62; Diagrama 7).
TOCSY: (ver Figura 63).

ROESY: (ver Figura 65).

E) Aislamiento y purificacion de 3-O-[B-xilosil(1—3)glucopiranosil]-3§,24-
dihidroxi-30-nor-olean-12,20(29)-dien-28-oato de B-glucopiranosilo [9].

Fue aislado de la reunion BuBaT6, empleando una columna (43cm x 1,5 cm)

MPLC en silice de fase reversa RP18 ultizando como eluyentes [MeOH:H,0], como se

muestra en la tabla 34.

Formula molecular: C4sH720,5 (3,1 mg).
Pf: descomposicion.

Peso molecular: 913,08 g/mol

RMN-"C: (ver Figuras 66 y 67, Tabla 26).
RMN-"H: (ver Figura 68, Tabla 27).

'H, "H-COSY: (ver Figuras 72).
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HSQC: (ver Figuras 69 y 69.1).
HMBC: (ver Figuras 70y 70.1).
TOCSY: (ver Figuras 71).
ROESY: (ver Figura 73).

F) Aislamiento y purificacion de 3f, 24-dihidroxi-30-nor-oleano-12,20(29)-dien-
28-oato de B-gluco-piranosilo [10]. |

Fue aislado de la reunion BuBaT10, empleando una columna (43cm x 1,5 cm)
MPLC en silice de fase reversa RP18 ultizando como eluyentes [MeOH:H,0], como se

muestra en la tabla 34.

Formula molecular: C35Hs405 (3,9 mg).
Pf: descomposicion.

Peso molecular: 602,82 g/mol

RMN-"C: (ver Figuras 74 y 75, Tabla 28).
RMN-"H: (ver Figura 76, Tabla 29).

'H, 'H-COSY: (ver Figuras 80).

HSQC: (ver Figura 77).

HMBC: (ver Figuras 78 y 78.1).

TOCSY: (ver Figura 79).

ROESY: (ver Figuras 81 y 81.1).
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1.-La breve resefia sobre los metabolitos secundarios aislados o identificados e el
geénero Zanthoxylum y en la familia Zygophyllaceae, presentada en la primera parte de este
trabajo, puso una vez mas en evidencia la gran variedad y la particular especificidad de
estos metabolitos. De igual manera, este estudio sirvid para ilustrar la importancia que
tienen estos metabolitos como sustancias potencialmente activas desde el punto de vista

bioldgico o farmacologico.

2.-Del Zanthoxylum rhoifolium LLAM, se han reportado varios alcaloides, sin
embargo, en este trabajo se logré identificar el nuevo alcaloide Zanthoxyfolina [1],

reportado por primera vez como producto natural.

3.- El sesquiterpeno, 1B-hidroxi-B-ylangeno [2], pesar de ser un compuesto

conocido, hasta ahora no habia sido reportado en el género Zanthoxylum.

4 - La presencia de diterpenos en el género Zanthoxylum es escasa, sin embargo en
estudios anteriores se han reportado isomeros de diterpenos de la serie del labdano, en este

trabajo se reportd un isomero mas, el oxido de 8,13-epi-manoil-14-eno [3].

5.- El 4,6-benzofurano [4], es un compuesto conocido desde el punto sintético, a
pesar de esto, se asilo como producto natural por primera vez en las hojas del Zanthoxylum

rhoifolium LAM,

5.- La especie Bulnesia arborea Cl. Gay. (Zygophyllaceae), hasta el presente, no
habia sido estudiada desde el punto de vista fitoquimico y resulto ser fuente importante de

saponinas.

6.- De las hojas de Bulnesia arborea Cl. Gay, se lograron aislar, dos nuevas
saponinas de la serie del ergostano: 3,21-bis [O- B-D- glucopiranoésilo] de ergosta-5,24(28)-
dieno- (3B,11a,21,26)-tetrol [6] y 1la- acetil3B- O-D- xilosil-23-O-D- ramnosil- ergosta-
5,24(28)- dieno-3f, 11a, 21, 26-tetrol [7]. Ademas de un nuevo esqueleto de una lactona

sesquiterpénica glicosidada: bulnearboreanosido I [S].
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7.- De los tallos de Bulnesia arborea Cl. Gay. se aislaron tres nuevas saponinas
triterpénicas de la serie del oleanano: 3f,24-dihidroxiolean-12-en- 28-oato de (-
galactopiranosilo 8}, 3-O-[B-xilosil(1—3)glucopiranosil]-3f,24-dihidroxi- 30-#0r- olean-
12,20(29)-dien-28-oato de B-glucopiranosilo [9] y 3B,24-dihidroxi- 30-nor-oleano-
12,20(29)-dien-28-oato de B- gluco-piranosilo [10].

8.-Los estudios mediante técnicas bidimensionales de Resonancia Magnética
Nuclear (‘H, 'H-COSY, HSQC, HMBC y ROESY), realizados a las productos ailsados,
permitieron asignar de manera inequivoca, todas las seflales en sus respectivos espectros de
RMN, siendo la primera vez que se rerporta para los compuestos [1], [S], [6]. [7]. [8]. [9] v
[10].

9.- En vista de los reportes que existen en la literatura sobre las actividades de los
extractos y compuestos aislados tanto para el género Zanthoxylum, como para la familia
Zygophyllaceae , es evidente que tanto el Zanthoxylum rhoifolium LAM, como la Bulnesia
arborea Cl. Gay. pueden ser aprovechadas como fuente de productos de potencial actividad

biologica o farmacologica.
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Resumen
Un nuevo meroterpeno derivado de la 2-quinolona el 7-O-neril éter de 2-quinolona (1) y tres dertvados de} labdano
fueron aislados de las hojas secas de Zanthoxvion rhoifolivn LAM Rutaceae), dos de ellos epimeros, el (135)-

labdano-8a,15-diol (2} y el (13R)-labdano-8a,15-diol (3) y un tercero, el 13(8)-8a-13-epoxilabd-14-eno (4). Fste

tipo de compuestos, ha

identificadas mediante estudios

spectioscdpicos (IR, RMN ant y bidimensionales

ahora, no habian sido reportados para ol género Zanthoxvlum. Las estructuras fucron

Palabras clave: Zanthoxylum rhoifolium;, 2-quinolona; derivados del labdano

Abstract
A new meroterpene dertvaied of the 2-qumolone, 7-O-neril éter de 2-qumolona (1) and three derivaies of labdane,
have been 1solated from the fresh leaves of Zanthoxyvlum rhoifolivm 1.AM (Rutaceae), two epimers (138)-labdane-
&a, 13-l (2 and (13R)-lahdane-8a,15-chol (3) and a third one 13(8)-Ka-13-¢poxilabd-14-ene (4). These
compounds had not been reported before for genus Zanthoxylum. Their structures were established by 2DD-NMR
speciroscopie technigues (iR, NVIR one-two dunensional and ME),

Kevwords: Zanthoxylum rhoifolivm, 2-quinolone; labdane derivates.

Entroduccion

Desde el punto de vista fitoquimico, el género
Zanthoxylum ha sido estudiado ampliamente desde
principios del siglo XX, muchas especies se han explorado
quimicamecntc por la gran varicdad dc csqucictos
estructurales presentes en la familia Rutacecac’. A la
infusion preparada de las hojas de Z. rhoifolium se le
atribuyen actividades desinflamatorias, antitumorales,
antilcucémicas v amimicrobialcsz; también es usada en la
Mecdicina la Guavana Francess como
tratamicnto preventivo contra la malaria’.  Estudios
recicntes conficren a los acciics csenciales obtenidos de las
hojas y los frutos, actividades bactericidas frente a
microorganismos Gram positivos (Staphylococcus aureus)
y Gram negativos (Klebsiella preumonice y Salmonella
setubaly.

1P RPN | ey
Tradicional ¢n

Teniendo como objetivo el aislamiento ¢ identificaciéon de
los metabolitos secundarios de las hojas de Z. rhoifolium
colectada en el jardin botanico de la Facultad de Farmacia
y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes, Mérida-
Venezuela, del extracto acetonico, se obtuvo un nhuevo

monoterpeno derivado de la 2-quinolona ¢l 7-C-neril éter
de 2-quinolona (1) y tres derivados del labdano, dos de
ellos epimeros, (135)-labdano-8a,15-diol (2) y (13R)-
labdano-8a,15-diol (3) y un tercer compuesto, el 13(.5)-8a-
13-¢poxilabd-14-eno (4). El aislamiento de dichas
sustancias se realizd por técnicas cromatograficas
convencionales y la caracterizacion estructural de la misma
se llevé a cabo mediante técnicas espectroscépicas IR,
RMN (uni y bi-dimensional) v EM.

=

arte experimental

Procedimicnio experimenial general

Los cspectros IR fucron  realivades on un
Espectrofotémetro Perkin-Eimer modelo FT-1725X en

pastillas de KBr y disco de Nall Los cspectros RMN
fueron tomados en un equipo Bruker Avance DRX 400
(400 v 100 MHz) usando CDCL y TMS como patron
mterno. Para los espectros de masa se¢ empled un
espectrofotometro Hewlett-Pakcard Mass modelo 59307
(70 ¢V). Para la cromatografia en capa fina (CCF) y capa
gruesa (CCGP) se utilizo papilla de silica gel Merk HF 254



86

de .25 v .5 mm soportadas sobre placas de vidrio v para
las cromatografias en columna se utilizd gel de silice 60
(Merck, 63 a 200u, 70-230 mesh) como adsorbente y
montaje hiimedo” v 1a cromatografia de exclusién se ntilizg
Sephadex® LH20°. Los puntos de fusién fueron medidos
en un aparato Fischer-Johns dotado de plancha de
calentamiento para el rango de 20 a 300 °C. Los puntos de
cbullicion fucron realizados en un tubo de Thicle y
corregidos.

Material vegelal

Las hojas Zanthoxvium rhoifolium LAM (Rutaceae) fucron
recolectadas en ¢l jardin botanico de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de Los Andes,
Mérida-Venemcla. La muestra botanica de la especie se
encuentra depositada en el herbario MERF de la Facultad
de Farmacia y Bioanalisis (ULA). La clasificacion
botanica de la especie la realizd el Ing. Juan Carmona
Arzola, Curador dcl Herbario MERF de la Facultad de
Farmacia v Bioanalisis (ULA), bajo el voucher N° VS-
001.).

Ixtraccion y separacion

1 Kg de hojas frescas de Z. rhoifolium, fueron extraidas en
un soxhlet con n-hexano, dicloromctano, acetona vy
metanol. sucesivamente hasta agotamiento. Del extracto de
hexano (43g). en las fracciones 21-26 (2,582¢), luego de
pasarlas por Scphadex LH-20 utilizando la mezcla 2:1:1
de hexano/benceno/metanol, se aislaron dos compuestos, el
(135)-labdano-8a,15-diol (2) (46mg) y ¢l (13R)-labdano-
8a. 15-diol (3} (44 mg). De la misma forma, del extracto de
acetona (35g) de las fracciones 2-10 (9,574g) (Hex/
CH.Cly, 50%), tras varios procesos de cromatografia se
logro aislar el 7-O-neril éter de 2-quinolona (1) (82mg), asi
mismo de las fracciones 24-26 (1,138g) (Hex/CH.Cl;
90%) sc aislo el 13(S)-8a-~13-epoxilabd-14-eno (4) (53mg).

Zanthoxyfolina é 7-O-neril éter de 2-quinolona (1): 82mg.
Ci1sH2sNO,, cristales en forma de finas agujas de color
blanco, Py 68-69°C. IR (KBr): vina 3422, 2925, 1728, 1226,
1614, 833 cm’. RMN 'H (CDCL, 400MHz)) v RMN"C
(CDCl;, 100MHz)): ver Tabla 1. EM m/z: [M]" 297.

(135)-labdano-8a.15-diol (2): 46mg. C,H3O,, pasta de
color amarillo tenue, P, 74-75°C, [alp™’: -4.1° (46mg/5ml
de acetona), IR (pelicula liquida en NaCl): v,.. 3388,
2926, 2868, 1716, 1460, 1386, 1082, 936 cm. RMN &y
(CDCl;, 400MHz): 1.59; 1.34 (H3,,), 1.06 (H5), 1.35; 1.00
(H6.1), 2.03; 1.63 (H7.5), 1.26 (H9), 1.37; 1.00 (H11,y),
1.99 (H13), 3.68; 3.63 (H13.:), 1.03; 0,98 (H16,), 1.13
(H17), 0.72 (H18), 0.85 (H19), .76 (H20). RMN &;
(CDCL, 100MHzy: 39.4CE, (CHL)y, 18.9 (C2{CHL)), 423
(C3(CH,)), 33.3 (C4(C)), 56.2 (C3(CH)), 20.8 (C6(CH.,)),
44 8 (CT{CHyY, 742 {CRCCHY, 61.5 (CHCH)), 394
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(CHHCy, 220 (CIHCHY), 401 (CI2(CHY), 30.1
(CI3(CHY), 403 (Cl4((CH)), 61.2 (CI5((CHy), 20.5
(C16(Me)), 243 (C17(Me)). 15.6 (C18Mo). 33.6
(C1O(Me, 217 (C20(Me)), BM m/z IMIT 310,

(13R)-labdano-8a.15-diol (3): 44 mg. CyHi0,, pasta de
color amarillo tenuc, P, 83-84°C (corregido), [at]y™’: -9,7°
(46mg/5ml de acetona). IR (pelicula liquida en NaCl) v,
3388, 2924, 2867, 1726, 1461, 1385, 1061, 700 cm™ . RMN
8u (CDCls, 400MHz): 1.60; 1.35 (H3,,), 1.08 (HS), 1.38;
1.01 (H6,,), 2.08; 1.67 (H7,,). 0.51 (H9), 1.40; 1.02
(H11l,y), 193 (H13), 3.77. 3.73 (HI5,,). 0.99; 098
(H16,y), 1.16 (H17), 0.73 (H18), 0.86 (H19), 0.77 (H20).
RMN 8&c (CDCl;, 100MHz): 39.2(Cl, (CHp), 18.2
(C2(CH,)), 41.6 (C3(CHy)), 32.6 (C4(C)), 55.4 (C5(CH)),
20.1 (C6(CHy), 43.8 (C7(CHy), 73.6 (C8(COH)). 61.8
(CO(CH)), 385 (Cl10(C)), 229 (ClI(CHy), 405
(C12(CHy)), 303 (CI3(CH)), 39.2 (CI4((CH). 59.8
(CI3((CHy), 209 (C16(Me)), 23.4 (C17(Me)). 14.9
(C18(Me), 32.8 (C19(Me)), 38.5 (C20(Me)). EM m/z: [M]”
310.

13(S)-8a-13-epoxilabd-14-eno (4): 33mg. C,H3,0, solido
de color blanco, P 79-80°C (corregido). IR (KBr). v
2926, 1735, 1642, 13871120 cm™”. RMN &, (CDClL,
400MHz): 1.47; 0.78 (Hl1,,), 1.63:nd* (H2), 0.79; 0.82
(H3,y), 2.08; 0.92 (HS), 0.94, nd* (H6), 1.83:nd* (H7).
1.33 (H9), nd* (H11), nd*(H12), 5.89; 5.90 (H14,,). 4.90;
5.20 (H15,y), 1.30 (H16), 1.24 (H17), 0.78 (H18), 0.84
(H19), 0.77 (H20). RMN 6 (CDCls, 160MHz): 37.7(C1,
(CH»), 19.3 (C2(CH,)), 34.0 (C3(CH»)). 44.0 (C4(C)).
57.2 (C5(CH)), 20.5 (C6(CH,)), 42.8 (C7(CHy)), 76.0
(C8(C)), 56.4 (CHCH)), 39.0 (C10(C)), 15.9 (C11(CH>)),
36.3 (C12(CH,)), 74.1 (C13(C)), 149.3 (C14(=CH)), 111.4
(C15(=CH,)), 26.1 (Cl6(Mg)), 29.8 (C17(Me)). 21.9
(C18(Me), 33.9 (C19(Mc)), 15.8 (C20(Me)). EM m/z: [M]”

290. (*) no determinada, solapada con otras sefiales

Resultados y discusiones.

El compuesto (1) mostro en su espectro de masas un ion
molecular a m/z 297, lo que permitio establecer su formula
molecular CioHxNO-, la cual resultd coherente con el
namero de carbonos e hidrogenos observados en sus
espectros de RMN-"C y RMN-'H (Tabla 1). En su
espectro IR, se apreciaron bandas de absorcidén, entre las
mas caracteristicas, de amidas mono-sustituidas [Vima 3422
em’ (N-H)], de carbonilos [Vme 1728 cm™ (C=0)] v de
aromaticos [Vaa 1614 cm™ (C=C) v vy 833 cm’' (=C-
H)["

Scgun su formula molecular, C;oHxNQO,, posee nueve
grados do meaturacion,
RMN-'H, a campo bajo, se observan dos dobletes en &
7.59

con haso a ogfo, on sy Ccspociro do

(S e, LR

6,21 (H-4); 5 (H-3), con una constanic de
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acoplamiento, J= 9 Hz, lo que conforma un sistema tipico
AB, propio de un par de hidrogenos “orfo” acoplados,
similar a esto, ocurre con una sefial doblete () en & 7.32
(H-3) (/=9 Hz), v otra doblete de dobletes (dd) en & 6,80
(H-6Y (J;= 2,00 Jy= 90 Hz) respectivamente, v un
singulete en o 6.77 (H-8), cuyas constantes de
acoplamienio, permiten cstableccer un sistema ABX
Ambos sistemas se detectan claramente en el espectro
"H,'H-COSY. Las sciiales en cl espectro de RMN-"C
(banda ancha (BB) v DEPT-135) de los carbonos que
lievan estos hidrogenos, fueron identificadas a 6 112.1 (C-
4); 6 143.3 (C-3); 6 128.6 (C-5); 6 113.1 (C-6); 6 101.5 (C-
8), a través de su espectro HSQC. Estos datos accedieron a
caracterizar las subunidad estructural [A] (figura 1), el
espectro HMBC confirmd la presencia de un micleo
bencénico 1.2 4-trisustituido, que concierne al sistema
ABX anteriormente identificado (correlaciones: C-8«+HS,
C-8+»H6), donde uno de los sustituyentes, €s un grupo que
esta unido a un oxigeno [& 162.0 (C-7)], el cual sc situa
“orto” con respecto a (C-6) y a (C-8), al mismo tiempo,
establece que dicho sistema esta fusionado con el sistema
AB (correlaciones: C-9—H-5, C-9-H-8, C9<-H-4y C-
10H-5, C-10«>H-3, C-10<-H-8), en este caso, uno de
los sustituyentes “orfo™ a (C-3) es un grupo carbonilo [
161.1 (C-2) (Corrclaciones: C-2<-H-3 vy C-2+H-4) y
finalmente el otro sustituyente es el grupo —NH referido en
el espectro IR, por lo tanto, se corrobora que se trata del
nicleo derivado de la 2-quinolona®.

Por otro lado, en su espectro de RMN-'H, a campo alto,
resaltan tres sefiales que aparecen como singuletes {8 1.57
(H-9%), § 1.63 (H-8") y 6 1.73 (H-10")], propias de metilos.
Asimismo, una serie de seflales que emergen como
multipletes entre 8 2.10 y & 2.03 que sc atribuyen a
metifenos {8 2.10; 2.09 (H-5) yv & 2.04; 2.03 (H-4)].
Ademads, entre & 4.50 v § 5.50, rcsaltan tres sciiales: un
triplete en & 3,43 (H-2"), un tripiete de dobletes en 8 5.04
(H-6"), que por sus desplazamicntos, son protoncs
olefinicos v un doblcte en 8 4.57 (H-1") que podria scr un
proton unido a una funcion oxigenada. Dichas seciiales, sc
ajustan a lo observado en el experimento DEPT-135 de
RMN-"C y con el espectro HSQC se logré asignar cada
seital de proton con su carbono respectivo. Ahora bien,
mediante las correlaciones que muestra el espectro de
HMBC, se consiguio establecer la subunidad estructural
1Bl (figural), la cual confirmd ser una cadena alifatica de
carbonos con dos dobles enlaces, es decir. un
monoterpeno, ¢sto sc estipuld siguicndo las correlaciones a
través de los metilos [(C-27)=(H-107), (C-3")«+(H-10"),
(C-4)>(H-100)] v [(C-67)> (H-8"), (C-6")=>(H-97), (C-
7)—(H-8)], y asi sucesivamente.

A,
U1C

Al balancear., en referencia la férmula molecular del
compuesto {CigHa3sNQO,], con los atomos comprometidos
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con la subumdad [A} JCoHANOLE v con la subumdad {B}
{CiocH160, se completan los nueve grados de msaturacion
que rige la formula del compuesto, sin embargo, al haber
un oxigeno extra, hace pensar que ambas subestructuras
comparten al menos un atomo de oxigeno, esto sc ratificd
con el espectro HMBC, con la correlacion {(C-7)—(H-17].
Dc esta mancra quedo cstablecida la estructura de como 7-
O-neril éter-2-quinotona, un nucvo meroterpenoide, v se le
dio ¢l nombre de Zanthoxyfolina (1)

H H
3

[A]

Fig. 1: Sub umdades estructurales {A] v [B] de (b).

Se¢ sabe que los monoterpenos de derivan del (frans)
geranilpirofosfato o del (cis) nerilpirofosfato y que sus
funciones oxigenadas se pueden generar de varias maneras,
como por ejemplo, oxidacion alilica, oxidacién vinilica o
cicloadiciones del tipo Dicls-Alder, por otro lado, los
alcaloides quimolinicos pueden tener dos precursores
aromaticos como el triptéfano v ¢l acido antranilico®.
Ahora bien, para proponer una posible ruta biosintética de
esta nueva molécula, se puede pensar que su formacion
viene a partir del geraniol y del 7-hidroxi-2-quinolona, sc¢
produzca una deshidratacion, se gencre el respectivo éter
(figura 7)

Los compuestos (2), (3) y (4), presentaron caracteristicas
espectroscopicas similares, conjuntamente, otros datos
como rotacion optica ([a]p™"), puntos de fusién (P °C) y
punto de ebullicion (P. °C) y estercoquimica fueron
comparados con los reportados en la bibliografia®' ">,
quedando  sus  cstructuras  cstablecidas como  (1395)-
labdano-8¢, 15-diol (2), (13R)-labdano-8a,15-diol (3} v
13(S)-8a-13-cpoxilabd-14-cno (4).

)
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7-hidroxi-2-
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Figura 2. Posible ruta biosintética de (1).

Tabla 1. Datos RMN 'H (CDCl;, 400MEL), B CDC,,
(
100MIHz) de (1)

(1
S¢ By, m (JHz2)
2 (C=0) 1611 -
3 (=CH-) 1433 7.59,d (9)
4 (=CH) 1128 6,21, d (9)
5 (=CH-) 1286 7,32,d(9)
6 (=CH-) 1i3,1 6,80, dd (9,2)
7 = 1620 -
& =CH)Y 1015 6,77, s
9 =< 1123 -
10 =C< 1557 -
I’ (-CH,) 654 4,57, 4,56, d (6)
2 (=CH-) 1184 5,43, £ (6)
3 EC 1421 -
4 (CHy) 26,1 2,04, 2,03, m

5 (-CHy) 394 2,10, 2,09, m
6 (=CH) 1235 5,04 1d

7 (=C<) 1318 ;

8 (M) 255 1,63, 5

9 Me) 17,6 1,57, 5

100 Me)  16.8 1,73, s

Del género Zanthoxylum, se han descrito numerosos
meroterpenoides mediante un atomo de carbono, éste es ¢l
primer reporte de un monoterpeno unido a un derivado de
la 2-quinolona a través de un atomo de oxigeno y se le dio
¢l nombre de Zanthoxyfolina (1), como nuevo producto
natural, Ademas, se awslaron e identificaron tres dertvados
del labdano (2), (3) v (4), nunca antes descritos para el
género Zanthoxvium
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