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RESUMEN

El presente proyecto de investigacion tuvo como objetivo determinar la presencia de
glicésidos esteroidales en las raices de Solanum tridynamum, una planta escasamente
estudiada y no explotada comercialmente. Las raices de la planta fueron sometidas a
maceracion con metanol; el macerado metandlico fue sometido a extraccion liquido -
liquido con hexano, diclorometano, acetato de etilo y butanol; de este Ultimo extracto
fueron aislados dos glicésidos esteroidales por medio de técnicas cromatograficas
convencionales y por CLAE; los glicésidos fueron identificados por medio de
resonancia magnética nuclear y espectrometria de masas como protodioscina y
disocina, con lo que se concluye que el metabolismo secundario de Solanum
tridynamum se encuentra dirigido hacia la biosintesis de glicésidos esteroidales.

ABSTRACT

The present work aimed to determine the presence of steroidal glycosides in roots of
Solanum tridynamum Dunal, a Solanaceae species from Yucatan, state of Mexico. The
grounded dry roots were macerated with methanol. The methanolic extract was
partitioned with hexane, dichloromethane, ethyl acetate, and butanol. From the
butanolic partition, two steroidal glycosides were isolated using conventional
chromatographic methods as well as HPLC. The analysis of NMR and MS spectra of
each isolated compound allowed to identify them as protodioscin and dioscin. It was
concluded that the secondary metabolism of Solanum tridynamum Dunal is directed
towards the biosynthesis of steroid glycosides.
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INTRODUCCION

Los glicosidos esteroidales son compuestos obtenidos de fuentes naturales diversas.
Pertenecen al grupo de las saponinas y estan constituidos por un esqueleto esteroidal
con una cadena lateral de tipo furostano o espirostano y con uniones glicosidicas como
monoxidos, diésidos, trioxidos, tetrdsidos, etc. Estos compuestos han sido de interés
por su amplia distribucién tanto en plantas como animales marinos y la gran variedad
de actividades biolégicas que se les atribuyen; la literatura describe que los
compuestos de este tipo poseen actividad hemolitica, citotdxica, antiprotozoaria,
antifingica, entre otras.! Entre las familias que se han reportado que contienen este
tipo de compuestos se encuentran las solanaceas, una familia extensa de arboles y
arbustos distribuidos en habitats diversos, de la cual el género Solanum es el mas
numeroso con mas del 50% de las especies en la familia. EI género, incluye especies
econbémicamente importantes como el tomate (S. lycopersicum), la papa (S.
tuberosum) y la berenjena (S. melongena). Entre las especies estudiadas se
encuentran S. nigrum, S.aethiopicum y S. melongena que contienen compuestos de
tipo esteroidal, tanto glicosilados como no glicosilados, generalmente de tipo
espirostano, por lo que el género Solanum ha sido determinado como una fuente
potencial de compuestos de este tipo.?*

Solanum tridynamum Dunal es una especie silvestre que no es cultivada ni explotada
comercialmente, a pesar de haber sido reportada ampliamente en la medicina
tradicional para tratar diferentes condiciones como la inflamacién del oido o la diabetes.
Asi mismo, existen pocos estudios fitoquimicos acerca del contenido de metabolitos
secundarios de esta especie y en aquellos que se han realizado se ha reportado el
aislamiento de compuestos de tipo esteroidal.>® El presente trabajo de investigacién
pretende contribuir al conocimiento sobre el metabolismo secundario de S. tridynamum
a través de un estudio fitoquimico con particular interés en los glicésidos esteroidales.






ANTECEDENTES

Glicésidos esteroidales: estructura, aplicaciones y caracterizaciéon estructural

Los glicosidos esteroidales son metabolitos secundarios pertenecientes al grupo de las
saponinas, los cuales se caracterizan por presentar estructuras de tipo espirostano
(seis anillos) o furostano (cinco anillos) con una o mas uniones glicosidicas con
monosacéridos y/o polisacaridos. (Figura 1). La hidrélisis en medio &cido de un
glicésido esteroidal o saponina produce la denominada sapogenina, aglicona o genina,
ademas de los residuos los monosacaridos libres. Las saponinas deben su nombre a la
caracteristica que tienen de generar espuma en soluciéon acuosa.! Estos compuestos
presentan una gran diversidad estructural, motivo por el cual han sido ampliamente
estudiados, asi como por su actividad biol6gica.
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Figura 1. Tipos de esqueleto de agliconas en saponinas esteroidales.

Con respecto a las diferentes actividades biolégicas que presentan los glicésidos
esteroidales, por ejemplo, se ha evaluado la actividad citotdxica y antitumoral de la
llamada “saponina de shi-mu” (Figura 2 A), que es una saponina aislada de
Anemarrhena asphodeloides, encontrandose que redujo la produccién de una proteina
generada por células neoplasicas de higado.” Por otra parte, los glicésidos del (25R)-
espirost-5-en-3p-ol (Figura 2 B) aislados de Lilium longiflorum y (25R)-27-O-[(S)-3-
hidroxi-3-metilglutaril]-espirost-5-en-33,27-diol-3-O-{O-a-L-ramnopiranosil-(1—2)-O-[3-
D-glucopiranosil-(1—4)]-B-D-glucopiranésido (Figura 2 C), aislado de un hibrido Lilium
nobilissimum x L. speciosum presentaron actividad anticancerosa en un estudio in
vitro.®®
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Figura 2. Saponinas aisladas de Anemarrhena asphodeloides, Lilium longiflorum y Lilium
nobilissimum x L. speciosum.

De los rizomas de Dioscorea collettii se aislé la protoneodioscina (Figura 3 A), una
saponina de tipo furostano, la cual mostré actividad contra lineas celulares de



leucemia, cancer de colon, cancer de sistema nervioso central, melanoma, cancer de
rifdn, cancer de prostata y cancer de mama.'® El filiasparésido C (Figura 3 B), una
saponina tipo espirostano aislada de Asparagus filicinus, mostré actividad contra una
linea de células de cancer de mama, con una ICso comparable al control empleado; por
otra parte, la degalactotigonina (Figura 3 C), una saponina tipo espirostano mostré
mayor actividad que el control empleado contra cuatro lineas celulares de cancer.! En
otro estudio de los bulbos de Allium macleanii y A. senescens se reportd que derivados
de las saponinas (25R)-5a-espirostan-2a,3B,5a,6B-tetrol y (25R)-5a-espirostan-
2a,3B,6B-triol mostraron actividad contra células HelLa por inhibicion del metabolismo
de fosfolipidos.'? En otros estudios sobre la actividad antifingica de estos compuestos,
dos saponinas de la diosgenina (Figura 4 A) y penogenina (Figura 4 B) aisladas de
Trillium grandiflorum mostraron actividad contra Candida albicans en un ensayo de
difusibn en agar, asi como actividad in vitro contra especies de Cryptococcus,
Saccharomyces, Aspergillus y Trichophyton;® un triésido de tipo espirostano aislado de
Asparagus officinalis mostrd actividad contra especies de Candida, Cryptococcus,
Trichophyton, Microsporum y Epidermophyton;** por ultimo, un triésido de tipo
furostano aislado de Nicotiana tabacum mostré actividad contra Cladosporium
cucumerinum en placas de agar.*®
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Figura 3. Saponinas aisladas de Dioscorea collettii y Asparagus filicinus.
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Figura 4. Agliconas de las saponinas aisladas de Trillium grandiflorum.

En otros estudios también se ha evaluado la actividad antiinflamatoria de estos
compuestos. Por ejemplo, el dracésido (Figura 5), una saponina esteroidal de tipo
espirostano, fue aislado de las raices de Helleborus purpurascens y se le atribuy6 la
actividad antirreumatica de las raices de esta planta.t®
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Figura 5. Glicésido esteroidal aislado de Helleborus pumurascens.

Ademas de las actividades bioldgicas reportadas para los glicésidos esteroidales, estos
suelen ser empleados como fuente de compuestos de naturaleza esteroidal en la
industria farmacéutica para la produccion de medicamentos con este tipo de
estructuras, por ejemplo en la fabricacion de anticonceptivos hormonales o
antiinflamatorios esteroideos como los corticosteroides, esto debido a que la cadena de
azucares localizada generalmente en la posicion tres del esqueleto esteroidal puede
ser hidrolizada para obtener la sapogenina; en el caso de las saponinas esteroidales se
obtiene el compuesto furostano o espirostano. En algunas especies vegetales se
acumulan mas saponinas esteroidales que las agliconas de las mismas, y la obtencién
de las agliconas por hidrolisis de las saponinas se vuelve una opcién viable para la



obtencion a escala industrial de esqueletos esteroidales para su modificacion
estructural. Un ejemplo de este proceso es la diosgenina (Figura 4), una aglicona tipo
espirostano que se encuentra como saponinas en diferentes especies del género
Dioscorea; se estima que alrededor del 60% del total de farmacos esteroidales se
derivan de este compuesto.'’

En el reino Plantae, los glicésidos esteroidales se distribuyen en especies de familias
como Agavaceae, Amaryllidaceae, Asparagaceae, Dioscoreaceae, Liliaceae,
Smiliaceae, Solanaceae y Trilliaceae. Para la extraccion de estos compuestos es
comun realizar extracciones por maceracion o con equipos de extraccion Soxhlet,
aungue métodos mas recientes de extraccion para estos compuestos incluyen la
extraccion asistida por microondas o por ultrasonido. Respecto al disolvente de
eleccion, disolventes como metanol, etanol o0 mezclas etanol-agua son empleados para
la extraccion, con la opcion de someter el material vegetal a una extraccion previa con
hexano para remover sustancias lipofilicas. Para la obtencion de los glicésidos el
extracto crudo se resuspende en agua para ser sometido a extraccion liquido-liquido
con butanol, disolvente con el que se extraen la mayoria de los glicésidos. El proceso
de purificacion se puede llevar a cabo por medio de cromatografia en columna,
empleando fase estacionaria reversa para la primera separacion y fase estacionaria
normal para la purificacion posterior, empleando cromatografia en capa delgada para la
comparacion y reunion de fracciones similares; sin embargo, en ocasiones es
necesario emplear métodos de alta resolucion como cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC, por sus siglas en inglés) para lograr una mejor purificacion de estos
compuestos, en columnas con fase estacionaria reversa (ej. C-18) y sistemas de
metanol-agua como fase movil.8

La caracterizacion de glicésidos esteroidales puede presentar algunas complicaciones,
debido a la complejidad y a la diversidad de estructuras en este grupo. Herramientas
como la espectroscopia por resonancia magnética nuclear (RMN) y la espectrometria
de masas (EM) son particularmente Utiles para la caracterizacion de saponinas. La
caracterizacion se suele dividir en dos partes: la caracterizacion de la sapogenina y la
caracterizacion del oligosacarido. Para la caracterizacion de la sapogenina, los
experimentos de RMN-'H y RMN-2BC mono- (1D) y bidimensionales (2D) son
particularmente Utiles en la identificacién del esqueleto base y posteriormente apoyada
en la comparacion de los datos obtenidos con los reportados previamente en la
literatura; si se observan desplazamientos de las sefiales con respecto a lo reportado
por la influencia de sustituyentes, los experimentos en 2D como HSQC (Heteronuclear
Single Quantum Correlation) que indica las conectividades protén-carbono a un enlace
y HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation) las conectividades protén-carbono a
dos o tres enlaces, proporcionan informacion adicional sobre la localizacion de dichos
grupos.*®



Por otra parte, la caracterizacién de la cadena de azucares suele ser mas complicada:
con los experimentos en 1-D como RMN-'H se puede determinar el nimero de uniones
glicosidicas a partir del niumero de las sefiales de los protones anomeéricos; sin
embargo, las sefiales de estos suelen tener desplazamientos quimicos muy similares
por lo que, la asignacion de cada uno de los monosacéridos en un diésido puede
dificultarse y mas aun en triéxidos o tetrésidos. En estos casos los experimentos de
RMN 2D: COSY, HSQC, TOCSY y HMBC pueden ser muy Uutiles en la asignaciéon de
las sefales de los protones y carbonos de cada azucar. El experimento TOCSY (TOtal
Correlation SpectroscopY) es til en la asignacién de las sefiales de los protones
pertenecientes a un mismo sistema de espines (cada monosacéarido consiste en un
sistema de espines), mientras que el experimento HSQC determina la correlacién entre
las sefiales de protdn observadas con las sefiales de carbono; este Ultimo experimento
puede acoplarse con el TOCSY (HSQC-TOCSY) para evitar las complicaciones por
superposicion de las sefales en el experimento TOCSY individual. Con estos
experimentos se determina no sélo la secuencia, sino los sitios de ramificacion de la
cadena de azucares. Por ultimo, el experimento NOESY (Nuclear Overhauser Effect
SpectroscopY) es empleado para determinar las interacciones espaciales de los
protones de la molécula. La informacion arrojada por todos estos experimentos permite
proponer una posible estructura de la saponina.'®

Por dltimo, la espectrometria de masas, empleando preferentemente ionizacién por
electronebulizacion (ESI, por sus siglas en inglés) permite corroborar la estructura
propuesta por medio de la deteccién de los iones moleculares observados en el
espectro; si se emplea espectrometria de masas en tdandem (MS/MS) los patrones de
fragmentacion observados permiten reconocer el esqueleto base por comparaciéon con
los fragmentos reportados para cada uno de los esqueletos esteroidales; por otra parte,
la deteccion de los iones correspondientes a la pérdida de una o mas unidades de la
cadena de azucares permiten confirmar la identidad y conectividad de los residuos de
monosacaridos de la molécula.®

Estudios fitoquimicos en el género Solanum y el subgénero Leptostemonum

La familia Solanaceae es una familia de plantas compuesta por aproximadamente 90
géneros que agrupan mas de 3000 especies; a diferencia de otras familias, los
miembros de esta familia son de habito, habitat y distribucién variada. A esta familia
pertenecen varias especies empleadas por el ser humano como fuente de alimento, de
sustancias bioldgicamente activas y como plantas ornamentales. EI género Solanum
comprende mas de la mitad de las especies de la familia, ademas de que a este
género pertenecen especies econOmicamente importantes, como el tomate (S.
lycopersicum), la berenjena (S. melongena) y la papa (S. tuberosum).?°

Existen varios antecedentes sobre estudios quimicos de especies de este género. En
este aspecto, en un estudio de S. nigrum y S. xanthocarpum, se reporté la presencia
de glicosidos de la diosgenina (Figura 4), sarsasapogenina y tigogenina como



agliconas (Figura 6), que fueron aisladas a partir del extracto metanolico de las partes
aéreas de ambas especies, por medio de cromatografia en columna de silica gel 60 y
HPLC utilizando una columna de Cis.3

27
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HO . 5 B) 27-eq=Tigogenina

Figura 6. Agliconas de glicésidos esteroidales aislados a partir de S. nigrum y S. xanthocarpum.

Del extracto diclorometanico de las hojas de S. arboreum se aislé diosgenona (Figura
7), la cual también fue aislada de los extractos hexanico, diclorometanico y de acetato
de etilo de las hojas de S. ovalifolium.?!

Figura 7. Compuesto esteroidal aislado de Solanum arboreum.

En otro estudio se reportd el aislamiento de tres alcaloides esteroidales,
caavuranamida, 4-tomatiden-3-ona y 5a-tomatidan-3-ona (Figura 8), a partir del
extracto etandlico de frutos maduros de S. caavurana, los cuales fueron caracterizados
por RMN-'H, RMN-3C, y por espectrometria de masas de alta resolucién empleando
ionizacién por electronebulizacion.??
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Figura 8. Alcaloides esteroidales aislados a partir de S. caavurana.

Del extracto etanélico de hojas de S. campaniforme se aislaron ocho alcaloides con
esqueleto de tipo solanidano (Figura 9);2® asi mismo, once compuestos, incluyendo
diosgenina (Figura 4), tigogenina (Figura 6) y B-sitosterol (Figura 10) fueron aislados
de la fraccion de CHCI; de la particion del extracto etandlico de las raices, frutos y
partes aéreas de S. lyratum por medio de cromatografia en columna empleando Cisy
Sephadex LH-20 como fases estacionarias, asi como cromatografia en capa delgada
preparativa para la purificacion.?

Figura 9. Esqueleto base de los alcaloides Figura 10. Esteroide (B-sitosterol) aislado
esteroidales aislados de S. campaniforme. a partir de S. lyratum.

Un estudio determind la presencia de los glicoalcaloides a-chaconina y a-solanina
(Figura 11) en los frutos de S. tuberosum, mientras que en las partes aéreas de la
planta encontraron ambos glicoalcaloides y los glicsidos esteroidales aculeatisidos A
y B; finalmente, de los tubérculos de la planta se reporté el aislamiento de los mismos
glicoalcaloides y el glicésido esteroidal protodioscina.?®
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Figura 11. Glicoalcaloides esteroidales de S. tuberosum.

Del extracto metandlico de los frutos de S. lycopersicum fueron aislados, entre otros
compuestos, los glicoalcaloides esteroidales licoperésidos F (Figura 12 A), G (Figura
12 B) y H (Figura 12 C)?. Una sapogenina esteroidal de tipo espirostano denominada
chamagenina (Figura 13) fue aislada de hojas y tallos de S. chamaeacanthum?’,
mientras que en un estudio realizado sobre S. glabratum fueron aislados tres glic6sidos
esteroidales a partir de la particibn con butanol del extracto metandlico de partes
aéreas.?®
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Figura 12. Glicoalcaloides esteroidales aislados de S. lycopersicum.
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Figura 13. Compuesto esteroidal aislado de S. chamaeacanthum.

Del extracto metandlico de los frutos de S. intrusum fueron aislados los glic6sidos
protodioscina y pesudoprotodioscina (Figura 14);* en el extracto etanélico de partes
aéreas de S. laxum fueron identificados dos glicésidos esteroidales denominados
laxuminas Ay B (Figura 15).%°
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OH OH

Figura 14. Glic6sidos esteroidales aislados de S. intrusum.

OH OH
(0) [o) O,
OH OH
OH
oR oH o ? A) R =B-D-glucosa = Laxumina A
B) R=0H = Laxumina B
OH OH

Figura 15. Glicosidos esteroidales aislados de S. laxum.

En un estudio preliminar del contenido quimico de frutos y hojas de S. mauritianum se
determinaron como componentes principales alcaloides y polifenoles;3! por otro lado,
en la fase acuosa de la extraccion liquido-liquido del extracto metandlico de S.
procumbens fueron identificados tres glicdsidos esteroidales, incluyendo los torvésidos
J y K (Figura 16).> Asi mismo, del extracto hidroalcohdlico de partes aéreas de S.
surratense fueron identificados varias saponinas esteroidales y un glicoalcaloide
esteroidal;*® mientras que en un estudio realizado a S. unguiculatum se aislaron siete
saponinas esteroidales a partir de la fraccion butandlica obtenida después de efectuar
una extraccion liquido-liquido al extracto metandlico de los frutos.3*
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OH OH

Figura 16. Glicésidos esteroidales obtenidos de S. procumbens.

Dentro del género Solanum, el subgénero Leptostemonum es el mas extenso,
contando con 350-450 especies,® por lo que varios de los estudios fitoquimicos
realizados dentro del género Solanum recaen sobre especies pertenecientes a este
subgénero. Como ejemplo, en un estudio del extracto n-butandlico de los pedunculos
florales de Solanum aethiopicum fue posible identificar y aislar quercetina por medio de
HPLC empleando una columna de Cis.* También se ha reportado la presencia de tres
saponinas esteroidales, los melongdsidos N, O y P (Figura 17), que fueron aisladas del
extracto metandlico de las semillas de S. melongena;? mientras que de la fraccion de
acetato de etilo del proceso de particién del extracto etandlico de las raices de esta
misma planta se han aislado dieciséis compuestos de tipo amida fenilpropanoide.3®
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OH A) R=H = Melong6sido N
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o B) R=H,A = Melongésido O
oH C) R =a-L-Ramnosa = Melongdsido P

o

Figura 17. Glic6sidos esteroidales obtenidos de S. melongena.

De los frutos de S. crinitum se aislaron cuatro flavonoides, acido 4-hidroxibenzoico,
cuatro derivados del &cido cuméarico y los alcaloides glicosidicos esteroidales
solamargina y 20-epi-solamargina (Figura 18) por medio de cromatografia en columna
empleando fases estacionarias como gel de silice, Sephadex LH-20 y Cis, asi como
HPLC, mientras que la caracterizacion se llevd6 a cabo por experimentos
unidimensionales y bidimensionales de RMN, asi como espectrometria de masas de
alta resolucion empleando ionizaciéon por electronebulizacién.®” Los ésteres de acidos
caféicos como acido rosmarinico, acido clorogénico y el propio acido caféico fueron
aislados en un estudio en el que se evalu6 el potencial antioxidante de las hojas de S.
guaraniticum.38

O

OH 0 OH
(o]
o
OH OH OH © A) Me-21a = Solamargina
OH OH B) Me-21B = 20-epi-Solamargina

Figura 18. Glicoalcaloides esteroidales aislados de S. crinitum.
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Un glicésido esteroidal de tipo espirostano denominado solakhasésido (Figura 19) fue
aislado a partir del extracto metandlico de frutos de S. khasianum;*® por otra parte, en
un estudio se confirmé la sinonimia de S. incanum y S. heteracanthum por medio del
aislamiento de cuatro glicésidos esteroidales y un glicoalcaloide esteroidal a partir del
extracto hidroalcohdlico de las raices de ambas plantas.*°

OH 0

Figura 19. Glicésido esteroidal aislado de S. khasianum.

Se reportd el aislamiento de los indidsidos A y B a partir del extracto metanélico de los
frutos de Solanum indicum, asi como los indiésidos C, D y E a partir del extracto
metandlico de las raices de esta planta.** Por otro lado, en un estudio fitoquimico
preliminar realizado sobre S. macrocarpon se determind la presencia de alcaloides,
taninos, saponinas, cumarinas y compuestos reductores en los frutos y hojas de esta
planta.*? En otro estudio realizado para determinar la efectividad de los extractos de S.
paniculatum contra Ulceras se reporté el aislamiento de dos glicésidos esteroidales a
partir del extracto etandlico de hojas y tallos de esta planta.*® Por dltimo, en un estudio
de las raices de S. sisymbriifolium se reporté el aislamiento de un triésido de
isonutiagenina (Figura 20)**; asi mismo, del extracto metandélico de frutos de Solanum
torvum se report6 el aislamiento de siete saponinas esteroidales.*®
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Figura 20. Glicésido esteroidal obtenido de S. sisymbriifolium.
Solanum tridynamum Dunal: caracteristicas generales y estudios previos
Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Género: Solanum
Subgénero: Leptostemonum
Especie: Solanum tridynamum Dunal.46-48

Solanum tridynamum Dunal, mejor conocida como berenjena espinosa, necachane,
diente de burro, sacamanteca, kéon ya'ax iik, p'aak' kaan o puut balam, por mencionar
algunos nombres populare, es una planta perteneciente a la familia de las solanaceas,
endémica de México. Es un arbusto (Figura 21) cuya altura oscila entre 0.2 y 2 m; las
hojas de esta planta son ovadas, de 5-10 cm de largo y 2.5-5 cm de ancho; el tallo
llega a medir hasta 4 cm de didmetro y se encuentra recubierto de pelos purpura con
algunas espinas de 5-10 mm de longitud; las inflorescencias son simples, extra-
axilares, de 4 a 15 cm de largo, con hasta 65 flores (Figura 22); éstas son de color
morado oscuro, algunas albinas, con céliz de entre 8-12 mm y corolas de 5 x 3 cm y
florean durante todo el afio, especialmente durante los meses de marzo hasta
septiembre; los frutos son bayas globosas verdes o pardas de hasta 5 cm de diametro,
los cuales siguen creciendo dentro del céliz de la flor; las semillas son negras o pardas
de hasta 4 mm de diametro. La especie se distribuye en los estados de Nayarit,
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Oaxaca, Puebla, Querétaro, Quintana Roo, Sinaloa, Tamaulipas, Veracruz y Yucatan
(Figura 23), en selvas bajas caducifolias a alturas hasta los 1,050 m sobre el nivel del
mar. No es una planta explotada comercialmente, pero se reporta que en la medicina
tradicional sus flores y hojas son empleadas, directamente o en forma de té, para tratar
la sordera; de igual forma las flores se hierven y se emplean para adelgazar, asi como
para bafios calientes después del parto para limpiar.46-%3

Figura 21. Solanum tridynamum Dunal.  Figura 22. Flor de S. tridynamum Dunal.

Océano
Pacifico

Figura 23. Distribucion geogréfica de S. tridynamum Dunal.*®

En un estudio previo, los extractos metandlicos de varias especies vegetales que
crecen en el estado de Yucatan, incluyendo a S. tridynamum, presentaron actividad
acaricida contra garrapatas bovinas (Rhipicephalus microplus).®* En estudios
fitoquimicos previos realizados con las raices de S. tridynamum se reportaron la
presencia de cuatro sapogeninas esteroidales: diosgenina (Figura 4), yucagenina,
clorogenina y neoclorogenina (Figura 24), obtenidas por hidrélisis del crudo de
saponinas. De las hojas de esta especie se ha reportado el aislamiento del alcaloide
esteroidal solasodina (Figura 24) y &cido vainillico (Figura 25), asi como del acetato
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de diosgenina,® mientras que de los frutos se ha obtenido la diosgenina, una mezcla de
ésta con otras sapogeninas esteroidales, asi como trazas de la solasodina.®

Ry

15
A) R,=H,R,=H, R=NH, A”, R,= CH,, R,=H= solasodina

HO 7 B) R=OH, R,=H,R;=0, A", R,= H, R.=CH,= yucagenina
4 é C) R=H,R,=0H,R,;=0, R,=H, R.=CH, = clorogenina
? D) R=H,R,=0H,R=0,R=CH, R=H = neoclorogenina

Figura 24. Compuestos esteroidales aislados a partir de S. tridynamum.

O, OH

~

O
OH

Figura 25. Compuesto no esteroidal (acido vainillico) aislado de S. tridynamum.

20



HIPOTESIS

Es posible el aislamiento de glicésidos esteroidales a partir de los extractos organicos
de las raices de Solanum tridynamum Dunal, como ocurre en otros miembros del
género Solanum.
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JUSTIFICACION

Muchos glicésidos esteroidales han sido sometidos a estudios de actividad biolégica y
se han presentado como compuestos prometedores para el desarrollo de nuevos
farmacos. Existen estudios que reportan su actividad citotoxica, antifingica,
antiinflamatoria, entre otras. La busqueda de fuentes naturales potenciales de
compuestos de este tipo ofrece una base para estudios posteriores en la busqueda de
alternativas mas eficaces contra enfermedades tan importantes como el cancer, la
diabetes y las infestaciones por parasitos.

En estudios previos de otros miembros del género Solanum se observo la presencia de
glicésidos esteroidales o de otros compuestos esteroidales, por lo que se asume que
las especies pertenecientes a este género son ricas en compuestos de este tipo.

En la peninsula de Yucatan se ha documentado la existencia de 24 especies del
género Solanum, muchas de las cuales se encuentran reportadas como medicinales,
entre las que destaca el empleo de Solanum tridynamum Dunal, principalmente para la
curacion de llagas y heridas, y para aliviar inflamacién del oido.

El estudio de esta especie que crece de forma silvestre y que a diferencia de otros
miembros de su género, no es cultivada sistematicamente ni explotada a nivel
comercial, pretende contribuir al conocimiento de los metabolitos que produce la
especie ya que existen escasos estudios de la misma, y conocer su potencial como
fuente de compuestos biolégicamente activos, para lo cual se propone el estudio
quimico de los extractos organicos de esta especie, y el aislamiento de saponinas
esteroidales y otros posibles componentes con potencial biolégico, sea para realizar
estudios de actividad biolégica o como fuente de materia prima para la semisintesis de
compuestos con estructura esteroidal.
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OBJETIVO GENERAL

Contribuir al conocimiento quimico del género Solanum, mediante la obtencion de
compuestos de tipo glicésido esteroidal a partir de Solanum tridynamum Dunal.

Objetivos especificos

1. Aislary purificar los glicésidos esteroidales de los extractos organicos de las raices
de Solanum tridynamum Dunal por medio de técnicas cromatograficas.

2. Caracterizar e identificar estructuralmente los glicésidos esteroidales obtenidos de
Solanum tridynamum Dunal por resonancia magnética nuclear y espectrometria de
masas empleando ionizacion por electronebulizacion.

3. Determinar la estructura molecular de los compuestos nuevos aislados mediante
RMN, haciendo uso de técnicas mono- (*H, *C, DEPT 135°, DEPT 90°, TOCSY
selectivo) y bidimensionales, homo- y heteronucleares (COSY, ROESY, TOCSY,
HSQC, HMBC).
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MATERIALES Y METODOS

Material vegetal

El material vegetal (raices de Solanum tridynamum) fue recolectado a la altura del km 9
de la carretera Dzemul-Xtampu, obteniéndose un total de 2.4 kg. Dicho material fue
llevado a sequedad por medio de un desecador de herbario y posteriormente molido en
un molino industrial con nimero de tamiz 10, obteniéndose un total de 1.7 kg.

Material de laboratorio

Los disolventes para la obtencién de extractos, asi como los procedimientos de
cromatografia en columna y cromatografia en capa delgada fueron de grado industrial,
destilados en el laboratorio previamente a su uso.

Para los procedimientos de cromatografia en columna (CC) se emplearon columnas de
vidrio empacadas con gel de silice para cromatografia en columna con un tamafo de
particula 70-230 um marca Merck.

Los analisis por cromatografia en capa fina (CCD), asi como las purificaciones por
cromatografia en capa fina preparativa (CCDP), fueron realizados en cromatofolios de
aluminio marca Merck de 20 x 20 cm con fase estacionaria de gel de silice 60 con
marcador de fluorescencia Fzssy grosor de fase estacionaria 175-225 um, empleando
como agentes reveladores luz ultravioleta a longitudes de onda de 254 nm y 365 nm,
asi como una mezcla de acido acético glacial, agua y acido sulfurico en proporcién
20:4:1 (6leum) y una disolucion de &cido acético glacial-acido sulfurico-p-anisaldehido
en proporcion 100:2:1 como reveladores quimicos con posterior calentamiento.

Para los procedimientos de cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) se
empled metanol y acetonitrilo grado HPLC de la marca J. T. Baker.

Equipo de laboratorio

Los experimentos de resonancia magnética nuclear fueron realizados en un equipo
marca Bruker modelo Ultrashield Avance 400 con una sonda BBO de 5 mm,
empleando como disolvente piridina deuterada y como referencia la sefal del
disolvente residual (3 8.74 para 'H y 5150. 3 para *3C).

Las separaciones por HPLC fueron realizadas en un equipo marca Agilent modelo
1200 series con automuestreador, recolector automatico de fracciones y detector de
arreglo de diodos (DAD); se trabajé con longitudes de onda de 210 nm y 254 nm para
la deteccidn.
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Obtencion de los extractos

El material seco y molido fue sometido a extraccién por maceracion con metanol (10 L)
a temperatura ambiente (25° C) por tres dias, repitiéndose el proceso cinco veces; los
extractos obtenidos fueron reunidos y llevados a sequedad a presion reducida;
posteriormente el extracto metandlico de las raices fue resuspendido en una mezcla de
metanol-agua (1:3) (1 L) y sometido a extraccion liquido-liquido consecutiva con
hexano, diclorometano, acetato de etilo y butanol, empleando 1 L en cada extraccion
y realizando cinco extracciones por disolvente; todas las extracciones de cada
disolvente fueron reunidas y llevadas a sequedad a presion reducida. De los extractos
obtenidos, el butandlico fue sometido a una prueba preliminar de formacién de espuma
disolviendo una parte del extracto en agua y agitando vigorosamente para observar la
formacion de una espuma estable por mas de 10 minutos.

Aislamiento de los glicésidos esteroidales

Una vez obtenidos los extractos organicos por medio de extraccién liquido-liquido, 30 g
del extracto butandlico fueron sometidos a cromatografia en columna empleando gel
de silice 60 (70-230 mesh) como fase estacionaria y como fase mavil mezclas de
cloroformo-metanol (90:10, 80:20, 70:30, 1:1, 30:70). Se recolectaron 120 eluatos, los
cuales fueron reunidos en 17 fracciones etiquetadas como Bu-A a Bu-P, de acuerdo
con su similitud en cromatografia en capa delgada. Estas fracciones fueron sometidas
a pruebas preliminares de deteccion de saponinas por medio de formacién de espuma.

Se decidié trabajar con la fraccion denominada Bu-L (10 g) al dar resultados positivos a
las pruebas cualitativas para la determinacion de saponinas. Esta fraccion fue sometida
a cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) para la separacion de sus
componentes, debido a que en los procesos de cromatografia por medios
convencionales no fueron satisfactorios para la resolucion de los componentes de la
mezcla. Para ello se emple6 una columna semipreparativa de fase reversa de la marca
Agilent, modelo Zorbax Stablebond-C18, de 9.4 mm de diametro interno, 250 mm de
longitud y tamafio de particula de 5 um. Se realizaron pruebas para la determinacion
de las condiciones Optimas en cual al volumen de inyeccion, flujo y fase movil para la
mejor separacion de los componentes.

Se opté por trabajar con un flujo de 3 mL/minuto empleando una mezcla de acetonitrilo-
metanol-agua 1:1:1 y recolectar la fraccién con tiempo de retencién (tr) de 4.4 minutos,
tal como se sefiala en la Figura 26; la fraccion fue llevada a sequedad a presion
reducida y etiquetada Compuesto 1, obteniéndose 60 mg.
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Figura 26. Cromatograma de la fraccién Bu-L; fase movil acetonitrilo-metanol-agua 1:1:1 con
flujo de 3 mL/min.

Se realizé una segunda columna con 10 g del extracto butandlico empleando gel de
silice 60 (70-230 mesh) como fase estacionaria, y mezclas de acetato de etilo-metanol
(90:10, 80:20, 70:30, 60:40, 50:50) en vez de cloroformo-metanol como fase movil. Se
recolectaron un total de 96 fracciones las cuales fueron comparadas por CCD vy
reunidas de acuerdo con su similitud en 10 fracciones etiqguetadas como Bu2-A hasta
Bu2-J. La fraccion etiquetada como Bu2-B se obtuvieron cristaliz6 espontaneamente
en forma de agujas que fueron filtradas, lavadas, pesadas y etiquetadas como
Compuesto 2, del cual se obtuvieron 20 mg.

Los compuestos 1 y 2 fueron sometidos a experimentos de RMN y espectrometria de
masas para su caracterizacion. La metodologia de este trabajo se encuentra resumida
en la Figura 27.
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Material vegetal

Maceracion con CH3OH
10 L x 5, 3 dias/macerado
Temp. ambiente

¥
Extracto metanalico

Resuspension en CHiOH-H:O 1:3 (1L)
Extraccidn liguido-liquido
5 veces/disolvente, 1L/extraccidn
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Figura 27. Esquema general del procedimiento de obtencién de los compuestos 1y 2.
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RESULTADOS Y DISCUSION
Compuesto 1

El compuesto 1 (60 mg) se obtuvo como s6lido amorfo blanco el cual, en su espectro
de protén (Figura 28) se observan sefiales correspondientes a seis metilos, dos de
ellos como sefales simples (& 0.91 y 1.07) y cuatro como sefales dobles (5 1.00, J =
6.49 Hz; 1.35,J =6.76 Hz; 1.64, J = 6.09 Hz; 1.78, J = 5.97 Hz); las sefiales a § 0.91, y
1.07son sefales caracteristicas de los metilos C18 y C19 de un sistema esteroidal,
mientras que las sefales dobles a & 1.00 y 1.35 indican la presencia de dos metilos
C27 y C21 adicionales al nucleo esteroidal base, esto permite descartar la posibilidad
de un esqueleto esteroidal de tipo colestano, que posee cinco metilos, y considerar que
el esqueleto esteroidal es un furostano o espirostano, con cuatro metilos; por otro lado,
se observa un grupo de sefales entre 3.5 y 5.0 ppm, lo que indicia la presencia de
protones (metinos y/o metilenos) unidos a carbonos soportando funciones oxigenadas
asignables a metinos de monosacaridos; ademas de una sefial de un protén unido a un
carbono con hibridacion sp? (5.33 ppm) caracteristico del hidrogeno olefinico de C6 en
la serie A®de esqueletos esteroidales; asi como dos sefiales simples anchas (5.86 y
6.40 ppm) que se ha reportado son caracteristicas de hidrégenos anoméricos de 6-
desoxihexosas. Los datos anteriores sugieren que se trata de un glicésido esteroidal;
adicionalmente, la multiplicidad y el desplazamiento quimico de las sefiales dobles a
1.64 y 1.78 ppm, ambas sefiales asignables a los metilos C6 de las 6-desoxihexosas
sugieren la presencia de dos 6-desoxihexosas en la estructura del compuesto.

3H 1.78 ppm 3H 1.07 ppm
s

d (597 H
(97 H2) 311 4 64 ppm
d(6.09 Hz)

3H 0.91 ppm

s 1H 5.33 ppm
br d (4 07 Hz)

3H 1.00 ppm

3H 1.35 ppm d (6.49 Hz)

d (6.76 Hz) A
1.85 1.70 1.55 1.40 1.25 1.10 0.95 5.37 5.34 5.31
f1 (ppm) f1 (ppm)
1H 5.86 ppm
brs
1H 6.40 ppm
brs
6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5

3.5 3.
1 (ppm)

Figura 28. Espectro de RMN-'H del compuesto 1.
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En el espectro de RMN-APT del compuesto 1 (Figura 29) se observan 51 sefiales, 35
de ellas en fase positiva y 16 en fase negativa. Destacan las sefiales a 141.3, 122.2,
111.1, cuatro entre 100 y 110 y seis entre 15 y 20 ppm. En el espectro DEPT 135°
(Figura 30) se observan Unicamente 12 sefiales en fase negativa correspondientes a
igual nimero de metilenos en la molécula; en el espectro DEPT 90° se observan 29
sefiales que corresponden a igual nimero de metinos. Los experimentos APT y DEPT
indican que el compuesto 1 posee 51 carbonos en su estructura: seis metilos, 12
metilenos, 29 metinos y 4 carbonos cuaternarios (6 141.3, 37.7, 41.3 y 111.1). Estos
datos sugieren que se trata de una saponina esteroidal (C27) con cuatro unidades
glicosidicas (C6) en su estructura. Las sefiales de carbonos cuaternarios a & 141.3,
37.7, 41.3 y 111.1, son caracteristicas de los carbonos C5, C10, C13 y C22 de
glicésidos esteroidales A°, de tipo furostano, respectivamente. La presencia de
seflales para cuatro metinos entre 100 y 110 ppm, caracteristicas de carbonos
anomeéricos de azucares confirma la presencia de cuatro unidades de monosacaridos
en el compuesto 1. Por ultimo, la sefial del metino olefinico a 6122.2 junto con el
carbono cuaternario a & 141.2 confirma la presencia del enlace doble C5=C6 del
nucleo esteroidal.

APT
35 sefales en fase positiva
16 sefales en fase negativa

122.24 ppm

141.26 ppm ¥

I

Y ] L J

rj =

100-110 ppm
4 sefiales

10-20 ppm
6 sefiales

T

111.15 ppm

T T T T T T T T T r - T T T . - T T T : T
135 125 115 105 95 90 B5 BO 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20
f1 (ppm)

Figura 29. Experimento RMN-APT del compuesto 1.
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Figura 30. Espectros DEPT 90° y 135° del compuesto 1.

El espectro HSQC (Figura 31), confirma el nimero de carbonos protonados (CHs, CH>
y CHs) en la molécula ya que se observan acoplamientos carbono/hidrégeno a un
enlace (6C/6H), asi mismo permitieron asignar los desplazamientos quimicos del
hidrégeno olefinico 122.2/5.33 ppm vy los hidrégenos anoméricos 100.4/4.96,
102.2/6.40, 103.0/5.86, 105.04/4.82; sin embargo, mientras que las sefales de los
protones a © 6.40 y 5.86 se encuentran bien resueltas, las sefiales de los protones
anomeéricos en 4.96 ppm y 4.82 ppm se encuentran superpuestas, lo que dificultd el
andlisis de sus multiplicidades. El desplazamiento quimico de estas dos sefiales (&
4.82 y 4.96) es caracteristico de hidrégenos anoméricos de B-glucopiranosa, mientras
que los hidrégenos anoméricos mas desplazados (6 5.86 y 6.40), en conjunto con los
dos metilos desplazados a mas de 1.50 ppm en el espectro RMN-H confirman la
presencia de dos unidades de 6-desoxihexosas en la estructura del compuesto. Asi
mismo se confirman los acoplamientos carbono/hidrégeno de los metilos (Figura 32),
cuyas sefiales entre 0.91 y 1.78 ppm correlacionan con las seis sefales de carbono
observadas entre 15 y 20 ppm. Por ultimo, se observa el acoplamiento & 75.8/3.63,
3.96, correspondiente a un metileno soportando una funcién oxigenada.
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Figura 31. Espectro HSQC del compuesto 1y figura en la que se resaltan las posiciones
sefialadas, en donde se observan las correlaciones de carbonos y protones anoméricos. En el
eje vertical del espectro HSQC se observa el espectro APT.
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Figura 32. Ampliacion del espectro HSQC del compuesto 1. Se observa la region entre 560.00 a
2.00(RMN-1H) /50.0 a 25.0 (RMN-13C).

Un experimento HSQC-TOCSY (Figura 33) del compuesto 1 permitid6 asignar las
sefiales de proton correspondientes a cada monosacarido al observar la correlacion
con su respectivo carbono anomérico (Figura 34). De esta forma, se pudo determinar
el sistema de espines para las dos glucosas que forman parte de la estructura del
compuesto 1, mientras que de las desoxihexosas s6lo se pudieron observar los
carbonos adyacentes a los anoméricos. Una vez obtenida esta informacion, y habiendo
determinado los sistemas de espines principales se procedid a realizar los
experimentos de correlacion a mas de un enlace para determinar las uniones
interglicosidicas.
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Figura 34. Correlaciones observadas en el espectro HSQC-TOCSY del compuesto 1.
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En el espectro HMBC (Figura 35) se observa que la sefial doble de hidrégeno en 1.00
ppm correlaciona con los metilenos en & 28.8 y 75.8, asi como con el metino en & 34.8,
lo que permite asignar a esta sefial de hidrégeno sobre el C-27, por lo que se identifico
a cada una de las sefiales de carbono como C-24, C-26 y C-25, respectivamente. Otra
correlacion importante es la observada entre la sefial doble a 1.35 ppm con el carbono
cuaternario caracteristico de los esqueletos de tipo espirostano y furostano a 111.1
ppm permitié identificar al metilo C-21 del esqueleto esteroidal. Por altimo, se observa
la correlacién entre los protones del metileno a & 3.63 y 3.96 correspondientes a C-26
con el carbono anomérico en & 105.4; la presencia de la correlacion entre los
hidrégenos en C-26 y el carbono anomérico de un azucar en vez del carbono C-22
sugiere que la estructura esteroidal carece del anillo F de los espirostanos, por tanto,
se determind que el nlcleo esteroidal corresponde a un furostano.
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Figura 35. Ampliacion del espectro HMBC del compuesto 1. Se observan los acoplamientos a
larga distancia entre hidrégenos y carbonos de la cadena hidrocarbonada sobre C-22.

En el mismo espectro HMBC se confirma la localizacion de un enlace doble entre C5y
C6 de la estructura esteroidal, esto debido a la correlaciéon entre la sefial del carbono
cuaternario a 8141.2 con los hidrégenos del metilo C19 (1.06 ppm). De igual forma se
observa un acoplamiento entre 111.1 (C22) y el metilo 81.35, por lo que se identificé a
este metilo como C21 (Figura 36).
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Figura 36. Ampliaciones del espectro HMBC del compuesto 1. Estas ampliaciones
corresponden a sefiales caracteristicas en los anillos A y E del esqueleto esteroidal.

En otra regién del espectro HMBC (Figura 37) se observan los acoplamientos de los
metilos a 61.64 y 1.78 con carbonos desplazados en la regién entre 70 y 80 ppm,
perteneciente a carbonos con funciones oxigenadas. Esta informacién sugiere que
estos metilos no se encuentran en la aglicona esteroidal, sino que pertenecen a los
residuos de monosacéridos; por tanto, se corrobor6 la presencia de dos 6-
desoxihexosas en la molécula. Asi mismo, se observaron los acoplamientos entre el
hidrogeno anomérico a & 6.40 con tres sefiales de carbono: & 70.0, 73.3 y 78.3; las
primeras dos sefiales corresponden a carbonos del mismo sistema de espines que &
6.40, mientras que el carbono a 78.3 ppm (C2 de glucosa) corresponde a un sistema
de espines distinto, por lo que se determind este acoplamiento corresponde a un
enlace interglicosidico. De igual forma, se observan los acoplamientos entre el
hidrégeno anomérico a & 5.87 y los carbonos en 6 70.9, 73.2 y 79.1; al igual que en el
caso anterior, se determiné que las primeras dos sefiales corresponden al mismo
sistema de espines, pero el carbono a 79.1 ppm (C4 de glucosa) pertenece a un
sistema de espines diferente, lo que indica que este carbono soporta un segundo
enlace interglicosidico. Estos datos nos permitieron concluir que la cadena de azucares
se encuentra ramificada en C2 y C4 de la glucosa.
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Figura 37. Ampliacion del espectro HMBC del compuesto 1. Se observan acoplamientos
correspondientes a los carbonos de los monosacéridos de la cadena.

Por altimo, en otra region del espectro HMBC (Figura 38) se observa una correlacion
entre el carbono anomérico en & 100.8, asignado a la glucosa en la cual se encuentran
las dos 6-desoxihexosas, con el protén en & 3.89, asignado a la posicion 3 del
esqueleto esteroidal. Esto confirma que el enlace glicosidico entre la cadena de
azucares y el esteroide se encuentra en la posicion 3 como es frecuente en este tipo
de compuestos. La proximidad del protén anomérico de esta glucosa con el proton C3
del esqueleto base es corroborada también en el experimento NOESY del compuesto
(Figura 39).
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Figura 38. Ampliacion del espectro HMBC del compuesto 1. Se observa el acoplamiento del
enlace glicosidico entre la cadena de azlcares y el esqueleto esteroidal.
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Figura 39. Ampliacion del espectro NOESY del compuesto 1.

A partir de la informacién obtenida de los espectros de RMN se propuso que el
compuesto 1 es un bidesmésido esteroidal de tipo furostano con cadenas glicosidicas
en C3 y C26; la cadena glicosidica sobre C3 corresponde a un triésido ramificado,
compuesto por una unidad de glucosa que soporta dos unidades de ramnosa, una de
ellas en C2 y la otra en C4; la cadena glicosidica en C26 del esqueleto esteroidal
corresponde a un monésido, identificado como una unidad de glucosa.

En el espectro de masas del compuesto 1 (Figura 40) se observa un pico de m/z =
1071.5 que esta de acuerdo para el iobn molecular sodiado [M+Na]* que corresponderia
a una saponina esteroidal con dos hexosas y dos desoxihexosas en su estructura. El
pico base de m/z = 1031.6 que puede asignarse a la pérdida de una molécula de agua
y la adicion de un protén, lo que sugiere la presencia de un grupo OH en la molécula.
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Mediante espectrometria de masas de alta resolucion en modalidad FAB+ se observa
un ién molecular en m/z = 1048.546, lo que corrobora la formula molecular Cs1HgsO2; .
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Figura 40. Espectro de masas (ESI+) del compuesto 1.

El espectro de MS/MS del pico correspondiente a [M-H.O+H]* (Figura 41) muestra los
picos de m/z = 869.5, 723.5, 577.1y 415.3, asignables a las pérdidas sucesivas de una
hexosa, una desoxihexosa, una segunda desoxihexosa y una segunda hexosa,
respectivamente. El pico de m/z = 415.3 corresponde al nucleo esteroidal sin residuos
de monosacaridos y pérdida de una molécula de agua.
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Figura 41. Espectro de ESI MS/MS del pico m/z = 1031.6 del compuesto 1.

Los datos obtenidos estan de acuerdo con los reportados en la literatura®-¢ para la
protodioscina (Figura 42), un glicésido esteroidal de tipo furostano con una cadena
ramificada de glucosa y dos residuos de ramnosa en la posicién 3 y una glucosa en la
posicion 26; este compuesto fue aislado e identificado por primera vez en el extracto
metandlico de los rizomas de Dioscorea gracillima como un analogo de tipo furostano
de dioscina.®” Este trabajo es el primero en reportar el aislamiento de protodioscina de
la especie Solanum tridynamum; asi mismo, este es el primer reporte de un compuesto
esteroidal de tipo furostano aislado de esta planta, ya que los estudios fitoquimicos
previos soélo reportaron la presencia de compuestos esteroidales de tipo espirostano.
Los datos espectroscépicos obtenidos se encuentran en la Tabla 1.
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Tabla 1. Datos de RMN del compuesto 1.

. o 13C
poscion S MBI 5 g SIS g
(ppm)5556
1 0.99, 1.75 38.0 371
2 1.86, 2.10 30.7 30.1
3 3.89 78.4 784
4 2.77 39.5 38.9
5 N/A 141.2 140.7
6 5.33 122.2 5.34 (da, 4.2) 121.7
7 1.88 32.9 321
8 1.57 32.2 31.6
9 0.91 50.9 50.3
10 N/A 37.7 37.5
1 1.47 21.6 21.0
12 1.13,1.76 40.5 39.7
13 N/A 41.3 40.7
14 1.07 57.1 56.5
15 2.06 37.7 323
16 4.96 81.6 81.3
17 1.95 64.3 64.1
18 0.91(s) 17.0 0.82 (s) 16.3
19 1.07 (s) 19.9 1.05 (s) 19.4
20 2.25 41.2 40.3
21 1.35 (d,6.79) 17.0 1.20 (d, 6.60) 16.2
22 N/A 1111 112.6
23 1.48, 2.06 33.0 30.8
24 1.70, 2.06 28.9 281
25 1.94 34.8 34.0
26 3.63, 3.96 75.8 79.0
27 1.00 (d, 6.54) 18.0 1.01 (d, 6.00) 17.1
Glucosa' (1—C-3)

1 4.96 100.8 4.96 (d, 6.60) 100.2
2 4.23 78.3 78.0
3 4.38 79.0 76.9
4 4.26 791 78.5
5 3.65 774 77.8
6 411,4.23 61.8 61.2
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Tabla 2. Continuacion.

Ramnosa' (1—Glc'-2)

1 6.40 (sa) 102.6 6.41 (sa) 102.0
2 4.84 73.0 725
3 4.65 73.3 72.7
4 4.39 74.6 73.9
5 4.96 70.0 69.5
6 1.78 (d, 5.75) 19.1 1.77 (d, 6.60) 18.6
Ramnosa? (1—Glc'-4)
1 5.87 (sa) 103.4 5.87 (sa) 102.8
2 4.71 73.0 72.5
3 4.57 73.2 72.8
4 4.36 744 741
5 4.94 70.9 704
6 1.64 (d, 6.24) 19.0 1.64 (d, 6.00) 185
1 4.82 105.4 4.87 (sa) 104.9
Glucosa? (1—C-26)
2 4.03 75.7 751
3 4.24 72.2 77.9
4 4.26 79.1 714
5 3.95 78.6 78.5
6 4.40,4.57 63.3 62.8

s = sefial simple; d = sefial doble; sa = sefial simple ancha; da = sefal
doble ancha; m = sefal multiple; N/A = no aplicable, empleado debido a
la ausencia de sefiales de protdn sobre carbonos cuaternarios
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Compuesto 2

El compuesto 2 (20 mg) se obtuvo como un sélido cristalino en forma de agujas
traslicidas; en su espectro de RMN de protdn (Figura 43) presentd un perfil similar al
del compuesto 1; en él se observan seis metilos, dos sefales simples (& 0.85y 1.07
ppm) y cuatro sefiales dobles (6 0.71, J =5.44 Hz; 1.16, J =7.11 Hz; 1.65, J = 6.10 Hz;
1.78, J = 6.31 Hz); las sefales a 0.85 y 1.07 ppm son sefiales caracteristicas de los
metilos C18 y C19 de un sistema esteroidal; la presencia de las sefiales dobles a &
0.71 y 1.16 son asignables a los metilos terciarios C27 y C21 presentes en esqueletos
de tipo furostano y espirostano; por otro lado, se observa un grupo de sefiales entre 3.5
y 5.0 ppm, lo que indicia la presencia de protones unidos a carbonos unidos a
funciones oxigenadas, asignables a los hidrégenos de azlcares; una sefial de un
proton unido a un carbono con hibridacion sp? (5.33 ppm) identificado como C6 de los
compuestos esteroidales pertenecientes a la serie A®; por Ultimo, dos sefiales simples
anchas (5.87 y 6.41 ppm), asignables a los hidrégenos anoméricos de unidades de 6-
desoxihexosas. Los datos anteriores sugieren que se trata de un glicésido esteroidal;
adicionalmente, la multiplicidad y el desplazamiento quimico de las sefiales a 1.65 y
1.78 ppm (metilos C6 de residuos de 6-desoxihexosas) sugieren la presencia de dos 6-
desoxihexosas en la estructura del compuesto.

3H 1.65 ppm 3H 1.07 ppm
d (6.10 Hz) s
3H 0. 85 ppm
1H 6.41 ppm 1H 5.33 ppm
s e bra ke 3:;(%'2? e 3H 1.16 ppm
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Figura 43. Espectro RMN-1H del compuesto 2.
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En el espectro de RMN-*C del compuesto 2 (Figura 44) se observan 45 sefiales, seis
menos que en el compuesto 1. Destacan las sefiales a © 141.2, 122.3, 109.7, tres entre
100 y 110 y seis entre 15 y 20 ppm. En el espectro DEPT 135° se observan
Unicamente 11 sefiales en fase negativa correspondientes a igual nimero de metilenos
en la molécula; en el espectro DEPT 90° se observan 24 sefiales que corresponden a
igual nimero de metinos. Los experimentos DEPT indican que el compuesto 2 posee
45 carbonos en su estructura: seis metilos, 11 metilenos, 24 metinos y cuatro carbonos
cuaternarios. Estos datos sugieren que se trata de una saponina esteroidal (C27) con
tres unidades glicosidicas (C6) en su estructura. Las sefiales de carbonos cuaternarios
a 6 141.2, 37.6, 40.9 y 109.7 son caracteristicas de los carbonos C5, C10, C13 y C22
de glicésidos esteroidales A® de tipo espirostano, respectivamente. La presencia de
sefiales para tres metinos entre 100 y 110 ppm, caracteristicas de carbonos
anoméricos de azucares confirma la presencia de tres unidades de monosacaridos en
el compuesto 2. sugiere que el glicésido esteroidal posee tres unidades de azucares al
observarse estas tres sefiales caracteristicas correspondientes a carbonos anoméricos
de azlcar. Por ultimo, la sefal del metino olefinico a & 122.3 junto con el carbono
cuaternario a & 141.2 confirma la presencia del enlace doble C5=C6 del nucleo
esteroidal.

24 sefales -CH DEPT 90°

Y I [

30 senales-CH, -CH,
11 sefales -CH, Paeliid

R TN [ A G I
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Figura 44. Espectros de RMN-13C, DEPT 90° y 135° del compuesto 2.
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El espectro HSQC (Figura 45) confirma el niumero de carbonos protonados (CHs, CH>
y CHs) en la molécula ya que se observan acoplamientos carbono/hidrégeno a un
enlace (0c/6n), asi mismo permitieron asignar los desplazamientos quimicos del
hidrogeno olefinico 122.2/5.32 ppm y los tres hidrogenos anomeéricos 100.7/4.99,
102.5/6.42, 103.4/5.88; al igual que en el compuesto 1, la sefial del protén en 4.99 ppm
se encuentra superpuesta, lo que dificulté el andlisis de su multiplicidad; sin embargo,
el desplazamiento quimico de esta sefial es caracteristico del hidrogeno anomérico de
B-glucopiranosa. Se observan los acoplamientos carbono/hidrégeno de los metilos
(Figura 46), cuyas sefiales entre 0.70 y 1.80 ppm correlacionan con las seis sefiales
de carbono observadas entre 15 y 20 ppm. A diferencia del compuesto 1, en el
espectro del compuesto 2 no se observa el metileno unido a funciones oxigenadas ©
75.8/3.63, 3.96 .

Rhall Rha21 Glc1
641 cg7 cg 499

Figura 45. Espectro HSQC del compuesto 2.
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Figura 46. Ampliacion del espectro HSQC del compuesto 2. Se observan los acoplamientos en
la region de los metilos de la molécula.

En el espectro HMBC (Figura 47) se observa el acoplamiento a larga distancia del
metilo doble a 0.71 ppm con el metileno en & 67.3 (C26) del esqueleto esteroidal,
corroborando que el metilo es C27. En la misma region del espectro se observa el
acoplamiento de los hidrogenos del metilo a 0.85 ppm con las sefiales en & 57.0 (C14)
y 63.3 (C17), ubicandolo como C18 entre los anillos C y D del nicleo esteroidal. En
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esta misma regién se observa que los hidrogenos del metilo a 1.16 ppm también
acoplan con 63.3 ppm (C17), lo que permite asignarlo como el metilo C21 del nucleo
esteroidal. Sin embargo, el acoplamiento mas importante es el observado entre el
hidrégeno a 3.59 ppm (hidrégeno de C26) con el carbono cuaternario a 109.7 ppm
(C22) caracteristico de los esqueletos espirostanos y furostanos; el acoplamiento a
larga distancia entre los hidrogenos del metileno -26 y el carbono cuaternario C22
confirma que este carbono se encuentra soportando a dos ciclos, confirmando la
identidad de la estructura esteroidal como un esqueleto de tipo espirostano.

c18
c21 085 (57 C26
352
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@ @ i : 1
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Figura 47. Ampliacion del espectro HMBC del compuesto 2.

En otra regién del espectro HMBC (Figura 48) se observa el acoplamiento entre el
hidrégeno de C3 del esqueleto esteroidal (3.90 ppm) con el carbono anomérico en
100.7 ppm, confirmando que la cadena de sacaridos se encuentra enlazada al
esqueleto esteroidal en la posicion 3 como es comun en las saponinas esteroidales. De
igual forma se observa acoplamiento de este carbono anomérico con el proton a 3.66
ppm, posteriormente identificado como C5 de su mismo sistema de espines. Por otra
parte, se observan los acoplamientos de los protones anoméricos & 6.41 y 5.87 con
tres sefales de carbono cada uno: & 6.41/70.0, 73.3, 78.2 y 5.87/70.9, 73.2, 79.0. En
ambos casos se determind que las Ultimas sefiales de carbono de cada grupo (78.2 y
79.0) correspondian a un sistema de espines diferente al de los anoméricos con los
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cuales acoplaron, siendo identificados dentro del sistema de espines del carbono
anomérico & 4.99/100.7. Estos datos sugieren que la cadena de tres residuos se
encuentra ramificada y no es lineal; para ser precisos, las ramificaciones se encuentran
en C2 y C4 del primer monosacérido de la cadena.

C3 Glcb

Rhals
Rha?
Rhal

Glcl §Rha2

s Glc2
we Glc4

B2EIaIFazagasss
11 {peww)

645 640 635 63X 625 62 615 60 605 K00 585 590 58S
12 (pom)

OH OH ©OH

Figura 48. Ampliacion del espectro HMBC del compuesto 2

A partir de los datos obtenidos de los espectros RMN del compuesto 2 se propuso que
la estructura consta de un monodesmosido esteroidal de tipo espirostano, en donde la
cadena de azlcares sobre C3 es un triésido ramificado, compuesto por una unidad de
glucosa que soporta dos unidades de ramnosa en C2 y C4. Mediante espectrometria
de masas de alta resolucion en modalidad FAB+ se observa un ion molecular en m/z =
868.48158, que corresponde a la férmula molecular C4sH72016 .

Los datos obtenidos estan de acuerdo con los reportados en la literatura®® para la
dioscina (Figura 49), un glicésido esteroidal de tipo espirostano con una cadena
ramificada de glucosa y dos residuos de ramnosa en la posicién 3. El hallazgo de este
compuesto, tipo espirostano, es congruente con lo previamente reportado para
Solanum tridynamum, ya que entre las agliconas reportadas en un estudio previo se
encuentra la diosgenina, la cual es el esqueleto base de la dioscina; este es el primer
reporte del aislamiento de la saponina en S. tridynamum. Esta saponina es
ampliamente distribuida en las plantas en las que se han aislado saponinas
esteroidales, en especial de la familia Dioscoreaceae, y ha sido empleada como base
para la obtencion de diosgenina desde 1940, cuando este compuesto se obtuvo de
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Dioscorea tokoro.*”® Los datos espectroscopicos del compuesto 2 se reportan en la
Tabla 2.

HO
Glc
o
Rha? OH
o)
OH o) H
H o)
OH OH OH 0
Rha'
OH OH H

Figura 49. Estructura del compuesto 2, dioscina.
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Tabla 2. Datos de RMN del compuesto 2.

5 'H (ppm, J 61H. 8C
Posicion en Hz)’ 51C (ppm)  referencia®  referencia
(ppm) (ppm)
1 1.00, 1.76 38.0 0.95,1.71 37.3
2 1.87,2.09 30.6 1.77,2.02 30.0
3 3.90 (m) 78.5 3.82 77.8
4 2.78 39.4 2.64,2.73 38.9
5 N/A 141.2 N/A 140.8
6 5.33 (da, 5.1) 122.3 5.29 121.6
7 1.46,1.88 32.8 1.84 32.2
8 1.85 32.1 1.45 31.6
9 0.91 50.8 0.85 50.3
10 N/A 37.6 N/A 37.0
11 1.44 21.5 1.42, 21.0
12 1.10,1.70 40.3 1.09, 1.67 39.8
13 N/A 40.9 N/A 404
14 1.06 57 1.04 56.6
15 2.05 32.7 1.42,2.01 32.1
16 4.57 81.6 450 81.0
17 1.80 63.3 1.76 62.8
18 0.85(s) 16.8 0.80 (s) 16.2
19 1.07 (s) 19.9 1,02 (s) 19.3
20 1.96 424 1.92 41.9
21 1.16 (d, 7.11) 15.5 1.11(d, 6.9) 14.9
22 N/A 109.7 N/A 1091
23 1.69 32.3 1.68, 1.61 31.6
24 1.59 29.7 1.55, 29.2
25 1.59 31.0 1.54 30.5
26 3.53,3.60 67.3 3.46, 3.54 66.8
27 0.71(d, 5.44) 17.8 0.68 (d, 5.8) 17.2
Glucosa (1—C-3)

1 4.99 100.7 4.86 100.2
2 423 78.4 415 78.9
3 4.23 78.2 415 76.6
4 440 79.0 4.31 78.1
5 3.66 774 3.57 77.7
6 4.12,4.24 61.7 4.03,4.17 61.3

53



Tabla 2. Continuacién

Ramnosa' (1—Glc-2)

1 6.42 (sa) 102.5 6.31 101.8
2 4.85 73.0 4.76 72.5
3 4.64 73.3 4.54 72.2
4 4.37 74.6 4.27 73.7
5 497 70.0 4.89 69.3
6 1.78 (d, 6.31) 19.1 1.75 18.5
Ramnosa? (1—C-4)
1 5.87 (sa) 103.4 5.77 102.7
2 4.70 73.0 4.61 72.6
3 4.56 73.2 4.46 72.2
4 4.34 744 4.25 73.9
5 4.94 70.9 4.84 70.3
6 1.65 (d, 6.10) 19.0 1.55 (d, 6.2) 18.3

s = sefial simple; d = sefial doble; sa = sefial simple ancha; da = sefal
doble ancha; m = sefial multiple; N/A = no aplicable, empleado debido a la
ausencia de sefiales de proton sobre carbonos cuaternarios
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CONCLUSIONES

Se logro el aislamiento y caracterizacion estructural de dioscina y protodioscina, esta
informacién confirmé que Solanum tridynamum Dunal es una especie productora de
glicésidos esteroidales de tipo furostano y espirostano.

Es indispensable el uso de cromatografia de liquidos de alta eficiencia (HPLC) en fase
reversa para el aislamiento y purificacion de glicosidos esteroidales.

Este trabajo constituye el primer reporte de glicosidos esteroidales de tipo furostano
en Solanum tridynamum Dunal.

Es probable que la proporcién de tipos de glicésidos esteroidales presentes en las

raices de Solanum tridynamum Dunal sea inversa (Furostanos > Espirostanos) a la que
presentan otras especies del mismo género.
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