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RESUMEN

El género Solanum es reconocido como el mayor y mas complejo género de la familia
Solanaceae e incluye a varias especies de interés medicinal y econémico. Las plantas
pertenecientes a este género producen una amplia variedad de compuestos bioactivos,
siendo los glicosidos y glicoalcaloides esteroidales los mas caracteristicos.

Solanum erianthum D. Don es una especie vegetal ampliamente distribuida en la
Peninsula de Yucatan, se ha reportado su uso en la medicina tradicional oriental.

Sin embargo, hay escasos estudios encaminados a la caracterizacién quimica de sus
metabolitos secundarios. Por lo anterior, el presente trabajo se enfoco en el aislamiento
de los glicésidos esteroidales presentes en las raices de esta especie, a partir de la
particion butandlica del extracto metandlico.

La particion butandlica se fraccion6 por cromatografia en columna con gel de silice Cis,
como resultado de este proceso se obtuvieron ocho fracciones, las cuales fueron
analizadas por cromatografia en columna de manera sucesiva, empleando fases
estacionarias normales; también se emple6 la cromatografia de liquidos de alta eficiencia
(CLAE) de fase normal para la resolucion de algunas fracciones. Al finalizar el proceso
se obtuvieron un glucosido esteroidal y tres glicoalcaloides esteroidales. El analisis por
resonancia magnética nuclear (RMN) permitié identificar a los compuestos como
prosapogenina B de la dioscina, kasianina, solamargina y el glicoalcaloide esteroidal (3,
22a, 25R)-espirosol-5-en-3-il-O-a-L-ramnopiranosil(1—2)-[3-D-apiofuranosil-(1—3)]-O-
[a-L-ramnopiranosil-(1—4)]-B-D-glucopirandsido, este dltimo compuesto no ha sido
reportado en la literatura.






ABSTRACT

Solanum is considered the biggest and the most complex genus of Solanaceae family
and include several species of medicinal and economic interest. The plans that belong to
this genus generate a wide variety of bioactive compounds, where the steroidal
glycosides and glycoalkaloids are the most characteristic.

Solanum erianthum D. Don is a vegetal species widely distributed in the Yucatan
peninsula. It has been used in the oriental traditional medicine. However, there are few
studies about the chemical characterization of its secondary metabolites. Therefore, this
study focus on the isolation of the steroidal glycosides present in the roots of this vegetal
species, from the butanolic partition of the methanolic extract.

The butanolic partition was fractionated by column chromatography using silica gel Cis,
eight fractions were obtained from this process, which were analyzed by column
chromatography using normal stationary phases; also it was utilized high performance
liquid chromatography (HPLC) of normal phase to resolve some fractions. At the end of
the process, a steroidal glycoside and three steroidal glycoalkaloids were isolated. The
nuclear magnetic resonance (NMR) analysis allowed us to identify the compounds as
prosapogenina B of dioscine, khasianine, solamargina, and a new steroidal glycoalkaloid
(38, 22a, 25R)-spirosol-5-en-3-ylI-O-a-L-rhamnopyranosyl(1—2)-[4-D-apiofuranosyl-
(1—3)]-O-[e-L-rhamnopyranosyl-(1—4)]-5-D-glucopyranoside, this novel compound has
not been reported in the literature.
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INTRODUCCION

En la dltima década se ha incrementado el interés por la busqueda de moléculas con
potencial biomédico, debido a la continua necesidad de preservar la salud frente a las
diversas enfermedades y trastornos que afectan a la poblacion. En este sentido, la
naturaleza es una fuente inagotable de moléculas activas que pueden ser empleadas
para el tratamiento de muchas enfermedades.!

En la peninsula de Yucatdn cerca de 800 plantas son empleadas en la medicina
tradicional, de las cuales s6lo algunas han sido estudiadas fitoquimicamente o evaluadas
por su actividad biolégica.? De las especies cominmente empleadas en la medicina
tradicional yucateca se encuentran las pertenecientes al género Solanum. Estas se
emplean por sus propiedades cicatrizante, antiinflamatoria y antitumoral, asi como para
el tratamiento de enfermedades en los rifiones, vejiga y algunas heridas.®®

Estudios fitoquimicos realizados a especies del género Solanum indican la presencia de
diversos metabolitos secundarios tales como flavonoides, compuestos fendlicos, taninos
y terpenoides, metabolitos secundarios ampliamente distribuidos en el reino vegetal. Sin
embargo, en la mayoria de estos estudios también se ha reportado el aislamiento de
glicoalcaloides y saponinas esteroidales.>® Estos compuestos tienen un amplio espectro
de efectos bioldgicos como la actividad antifungica, antitumoral, hemolitica, citostatica e
inmunomoduladora, por lo que han sido empleados como punto de partida para la semi-
sintesis de farmacos esteroides en la industria farmacéutica,®°motivo por el cual se
consideran compuestos con multiples aplicaciones en quimica farmacéutica.

Una de las especies menos estudiadas del género Solanum es S. erianthum D. Don, la
cual se encuentra ampliamente distribuida en la peninsula de Yucatan.® La limitada
informacién acerca de la diversidad quimica presente en las raices de esta especie
vegetal hace necesario realizar estudios fitoquimicos con el propdsito de contribuir al
conocimiento quimico de esta especie.






ANTECEDENTES

Medicina tradicional

Por generaciones, los seres humanos han recurrido a la naturaleza como una fuente de
medicamentos invaluables, donde los organismos terrestres tradicionalmente
proporcionan los remedios mas efectivos. Se estima que 80% de la poblacion mundial
depende de remedios herbolarios tradicionales y que al menos 35,000 especies
vegetales presentan potencial para uso medicinal.1-12

Las plantas han sido una fuente de medicamentos durante miles de afios. El uso de
extractos de plantas medicinales para el tratamiento de enfermedades humanas es una
practica antigua, sin embargo, ha aumentado enormemente en los Ultimos afios.**4

La gran diversidad vegetal y la amplia rigueza cultural de México han favorecido el
aprovechamiento de las plantas con fines medicinales desde épocas prehispéanicas. En
México, de las 30,000 especies de plantas conocidas hasta la fecha, aproximadamente
4,500 son empleadas cominmente en la practica de la medicina tradicional, gracias a
esto nuestro pais ocupa el segundo lugar a nivel mundial en el niumero de plantas
medicinales registradas. 212

En la Peninsula de Yucatan se ha registrado el uso de aproximadamente 800 plantas en
la medicina tradicional, de las cuales un nimero reducido han sido estudiadas desde el
punto de vista fitoquimico o evaluadas por su actividad bioldgica.? Actualmente, y a lo
largo de este siglo, los productos naturales han sido reconocidos como una herramienta
importante en el proceso de descubrimiento de farmacos.!

De las plantas comunmente empleadas en la medicina tradicional se encuentran
aguellas pertenecientes a la familia Solanaceae, la cual es una de las familias
econdmicamente mas importantes a nivel mundial y México es reconocido como uno de
sus centros de diversificacién. Asimismo, incluye especies de gran importancia:
alimenticia (papa, tomate, berenjena y chile); industrial (tabaco); ornamental (petunias,
copa de oro y floripondio) y medicinal (toloache y belladona). °

Familia Solanaceae

La familia Solanaceae contiene aproximadamente 96 géneros y 2,300 especies. Posee
una gran variedad de formas vegetativas y reproductivas, lo que le confiere la capacidad
de colonizar distintos tipos de habitats, por tanto, esta familia presenta una distribucion
cosmopolita, con mayor frecuencia en regiones tropicales, subtropicales y templadas, en
un intervalo altitudinal de 0 a 4,000 m.®



Dentro de la familia Solanaceae, los géneros con mayor nimero de especies son:
Solanum (1,000), Lycianthes (200), Cestrum (175), Nicotiana (95), Physalis (80) y Lycium
(75). ©®

Género Solanum

Solanum L. es uno de los géneros mas grandes de angiospermas con una amplia
distribucion mundial. Se estiman entre 1,000 y 2,000 especies distribuidas en los
tropicos, subtrépicos y en las regiones templadas de ambos hemisferios. De igual forma,
es importante mencionar que las especies pertenecientes a este género son plantas
herbaceas, arbustivas o trepadoras.>1¢

En México, el género Solanum esta integrado por 158 especies, es notable por algunas
plantas alimenticias importantes, como la papa (Solanum tuberosum), el tomate
(Solanum lycopersicum) y otras menores como la berenjena (Solanum melongena).'>-18

En la Peninsula de Yucatan se han identificado 22 especies pertenecientes al género
Solanum, las cuales se distribuyen desigualmente en los tres estados, siendo el estado
de Quintana Roo el lugar donde se encuentra la mayoria de estas especies (22
especies), mientras que en los estados de Yucatdn y Campeche se encuentran 14 y 10
especies, respectivamente,81°

Solanum erianthum D. Don

La especie Solanum erianthum D. Don, es conocida popularmente como berenjena
macho o berenjena sin espinas, en lengua maya se conoce como ukuuch, xaxux, chal
che’ o tbom p’aak.020

Esta especie vegetal se encuentra como arbustos o arboles pequefios, de 2-8 m de
altura; tallos de hasta 25 cm de diametro con pelos estrellados suaves; ramas jovenes
blanquecinas a amarillentas, granulares tomentosas con pelos equinoides y dendritico-
equinoides, sésiles y cortante estipitados.?%2!

Posee hojas engrosadas, ovaladas u ovalo-elipticas, 10-25 cm de largo, 3-15 cm de
ancho, el apice foliar agudo, la base redondeada a aguda; peciolos de 1-10 cm de largo.
Flores bisexuales, regulares, pentameras; céliz campanulado de 5 mm de largo con
[6bulos ovalados; corola estrellada de 1.5 cm de diametro color blanco; los estambres
se alternan con los I6bulos de la corola, filamentos de 1.5 mm de largo, glabros, anteras
oblongas, de 4 mm de largo, apertura con poros apicales; ovario superior, casi glabro,
estilo glabro.?02!



El fruto es una baya globosa, generalmente visto en estado verde, pero amarillo cuando
estd completamente maduro, de 9-12 mm de diametro, tomentoso; con semillas
numerosas, de 1.4-2 mm de largo y 1.1-1.6 mm de ancho. (Figura 1).20%

Figura 1. Solanum erianthum. a) Flores, b) Hojas, y ¢) Frutos.

S. erianthum es originaria de las Indias Occidentales, América Central y México, sin
embargo, ahora es una hierba ampliamente distribuida en los tropicos, aunque apenas
penetra en Sudamérica. En México presenta una amplia distribucién, con una mayor
concentracién en el lado sur de la Republica. Esta especie vegetal tiene presencia en la
Peninsula de Yucatan, siendo el Estado de Yucatan el lugar donde se presenta con
mayor distribucién (Figura 2). 10202

Esta especie se encuentra en selvas altas perennifolias y subperennifolias, selvas bajas
caducifolias, en dunas costeras, generalmente en vegetacion secundaria derivada de
éstos; habita en climas célidos, semicalidos, semisecos y templados.1020:21

Figura 2. Distribucion de S. erianthum en la peninsula de Yucatan.*°



Descripcién taxondmica de Solanum erianthum

Reino: Plantae
Divisién: Magnoliophyta
Clase: Magnoliopsida
Orden: Solanales
Familia: Solanaceae
Tribu: Solaneae
Género: Solanum

Especie: Solanum erianthum?®

Se tienen registros del empleo de S. erianthum en la medicina tradicional asiatica y
africana para tratar enfermedades inflamatorias, quemaduras y heridas. Las raices y las
hojas de esta planta han sido utilizadas como medicina popular para el tratamiento de
metrorragias, edemas, gota, carbuncos, eccemas, dolores de muelas, dermatitis e
infeccion bacteriana. Se informa que la decoccién de la raiz se usa para dolores
corporales, vértigo y problemas urinarios.*32021

En Africa occidental, se toma una decoccion de hoja de S. erianthum por sus
propiedades diuréticas y purgativas para curar la malaria, la lepra y las enfermedades
venéreas, y también se toma para estimular funciones hepéaticas.?

En la literatura se ha descrito que estas propiedades curativas son debidas a los diversos
metabolitos secundarios presentes en el material vegetal. Estudios quimicos realizados
a especies del género Solanum indican la presencia de metabolitos secundarios, tales
como glicoalcaloides, fenoles, flavonoides e isoprenoides (aceites esenciales y
saponinas), de los cuales los glicoalcaloides y las saponinas son los mas caracteristicos
ya que poseen diversas actividades biolégicas, que incluyen las antitumorales,
antimicrobianas y antivirales.?*

Glicosidos esteroidales

Los glicosidos esteroidales, también denominados saponinas, son metabolitos
secundarios ampliamente distribuidos en el reino vegetal. El nombre “saponina” se deriva
del latin sapo, que significa “jabén”, debido a la capacidad de estas moléculas para
formar espuma cuando se agitan en agua.?? Estos compuestos actlian como una barrera



quimica en el sistema de defensa de las plantas frente a patdégenos y herbivoros, por
tanto, suelen encontrarse en los tejidos vegetales que son mas vulnerables a los ataques
de hongos, bacterias o la depredacién de insectos.®23

Las saponinas son compuestos complejos, heterésidos, formados de una porcion
glicosidica (fraccion hidrosoluble) conectada a una aglicona hidréfoba denominada
sapogenina. Dependiendo del niumero de atomos de carbono que componen el
esqueleto de la sapogenina, las saponinas se clasifican en dos clases principales, los
glicésidos triterpénicos y esteroidales, cuya caracterizacion estructural varia segun el
numero de unidades de azlcar conectadas en diferentes posiciones.®%223

Las sapogeninas triterpenoidales, son mucho mas diversas desde el punto de vista
estructural que las sapogeninas esteroidales, el sistema de anillo basico suele ser de 5
0 mas raramente, de cuatro unidades. Entre las sapogeninas triterpenoidales
pentaciclicas se pueden mencionar la alfa y beta amirina, asi como el lupano. El
esqueleto dammarano es un ejemplo de sapogenina triterpénica tetraciclica (Figura
3).22.23
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Figura 3. Sapogeninas triterpénicas. a) p-Amirina, b) a-Amirina, c) Lupeol y
d) Dammarano.



Las sapogeninas esteroidales poseen una aglicona con 27 4&tomos de carbono en su
estructura, siendo el esqueleto base el colestano, el cual puede ser de tipo espirostano
de seis anillos o uno de furostano de cinco anillos (Figura 4).223

HO

Figura 4. Sapogeninas esteroidales. a) Espirostanol, b) Furostanol.

En las especies del género Solanum se han aislado principalmente saponinas de tipo
esteroidal. Adicionalmente, las especies vegetales pertenecientes a la familia
Solanaceae son reconocidas por su capacidad de sintetizar una clase especial de
saponinas, los llamados alcaloides esteroidales o glicoalcaloides.?*Estos compuestos
son estructuralmente similares a las saponinas esteroidales, poseen una aglicona, cuyo
esqueleto base es el colestano, con un atomo de nitrégeno en alguno de los anillos y
una cadena de oligosacéridos.®

Las agliconas se dividen en cinco categorias diferentes segun su estructura: solanidanos
(con anillos de indolizidina fusionados), espirosolanos, epiminocolestanos, o-
epiminociclohemicetales y 3-aminospirostanos (Figura 5).2° Siendo los glicoalcaloides



de tipo espirosolano (similar al espirostano, pero con nitrégeno en lugar de oxigeno en
el anillo F) y solanidano (donde el &tomo de nitrégeno conecta a los anillos E y F) los
mas comunes.?*2°
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Figura 5. Estructura de alcaloides esteroidales. a) Solanidanos, b) Espirosolanos,
¢) Epiminocolestanos, d) a-Epiminociclohemicetales y e) 3-Aminospirostanos.



Se ha reportado que los glicoalcaloides inducen toxicidad, lo que ha sido un tema
importante para la salud de la poblacién, ya que estan presentes en diversos alimentos
de la dieta humana como la papa (Solanum tuberosum), el tomate (Solanum
lycopersicum) y la berenjena (Solanum melongena).?42°

No obstante, los alcaloides y glicdsidos esteroidales representan compuestos de gran
interés para la quimica farmacéutica, ya que poseen una amplia gama de actividades
farmacologicas tales como: actividad expectorante, antiinflamatoria, antioxidante,
inmunomoduladora, antitumoral, antimicrobiano, antimicotico y antiparasitario. Desde
una perspectiva industrial, estos compuestos pueden emplearse como punto de partida
para la semi-sintesis de fArmacos esteroides en la industria farmacéutica.®??

Glicésidos esteroidales aislados en especies del género Solanum

Como se menciond anteriormente, el género Solanum es uno de los géneros mas
grandes de la familia Solanaceae, por lo que en la literatura podemos encontrar
numerosos estudios que reportan el aislamiento de glicésidos esteroidales a partir de
diversas especies vegetales pertenecientes a este género, tales como: Solanum nigrum,
Solanum melongena, Solanum torvum, Solanum tridynamum y Solanum erianthum.

Solanum nigrum

Especie vegetal conocida como sombra oscura de noche, las hojas y raices de esta
especie son empleadas en la medicina tradicional hindl y otras partes del mundo para
curar trastornos hepéticos, afecciones crénicas de la piel, afecciones inflamatorias,
periodos dolorosos, fiebre, diarrea y enfermedades oculares.?®

A partir del extracto metandlico de las raices de esta especie se aislaron y caracterizaron
un glicésido esteroidal de tipo espirostano y dos glicésidos esteroidales de tipo furostano.
Los compuestos fueron identificados como la utronina A y los utrésidos A y B (Figura
6).27

Del extracto metandlico de toda la planta se obtuvieron dos oligoglicésidos esteroidales,
denominados nigrumninas | y Il (Figura 7). Estos compuestos se aislaron mediante
cromatografia en columna empleando fases estacionarias como resina Diaion HP-20 y
gel de silice, mientras que la caracterizacion se llevé a cabo sobre la base del analisis
espectroscopico por experimentos mono y bidimensionales de RMN y espectrometria de
masas empleando ionizacién por bombardeo con atomos rapidos (FAB, por sus siglas
en inglés).

10
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R,= 0O, R,= OH: Nigrumnina Il
Figura 7. Oligoglicésidos esteroidales aislados a partir de S. nigrum

Estudios mas recientes reportan la presencia de tres sapogeninas esteroidales
diosgenina, sarsasapogenina y tigogenina, compuestos aislados en el extracto

metanolico obtenido a partir del material vegetal entero de esta especie (Figura 8).2°

25
\\\\O 26

HO

N
S
3

R2

R,=CH,, R,=H: Sarsasapogenina
"o R,=H, R,=CH,: Tigogenina
Figura 8. Sapogeninas esteroidales aislados a partir de S. nigrum
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Solanum melongena

La especie S. melongena es usada en la medicina tradicional china, sus raices se usan
para tratar beriberi, prurito, dolor de muelas, asma, sifilis, etc. De igual forma, se ha
informado que compuestos puros y extractos crudos de las raices de esta especie
poseen diversas actividades biolégicas, como efectos antiinflamatorios, sedantes,
hipnéticos, analgésicos, neuroprotectores y promotores de la circulacién sanguinea.®

De la fraccién butandlica, proveniente del proceso de particién de un extracto etandlico
de raices de S. melongena, se identificaron tres nuevas saponinas esteroidales de tipo
furostano y un nuevo alcaloide esteroidal. Las saponinas identificadas fueron los
abutilésidos P, Q y R; mientras que el alcaloide aislado fue el abutilésido U (Figura 9).8

OR,

o i,

«nlIOH

N

R,=S,, R,= H: Abutilésido P
R,= S, R,= H: Abutilésido Q
R,=S;, R,= S,: Abutilésido R

H
N
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R,= S,: Abutilésido U

o H OH
HO o)
e
Slz "o HO (??
Glu OH
Y OH Glu o]
o
(@] 7 o H
HO & H
_ o H Glu OH g OH
S,= H
HO Ram Il
HO OH

Figura 9. Saponinas esteroidales de tipo furostano aislados de S. melongena.
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También se han aislado y caracterizado seis glicésidos esteroidales de tipo espirostano
en la fraccién butandlica obtenida a partir del extracto acuoso de las raices de esta
especie. Los compuestos aislados fueron identificados como: diosgenina 3-O-[[a-L-
ramnopiranosil(1—2)]-a-L-ramnopiranosil(1—4)-p-D-glucopirandsido] (1), diosgenina 3-
O-a-L-ramnopiranosil-(1—4)-B-D-glucopiranésido (2), diosgenina 3-O-a-L-
ramnopiranosil-(1—2)-p-D-glucopiranésido 3), tigonenina 3-O-[[a-L-
ramnopiranosil(1—2)]-a-L-ramnopiranosil(1—4)-p-D-glucopirandsido] (4), tigogenina 3-
O-a-L-ramnopiranosil-(1—4)-B-D-glucopiranésido  (5) 'y  tigogenina  3-O-a-L-
ramnopiranosil-(1—2)-B-D-glucopirandsido (6).30-32

Los compuestos se aislaron mediante cromatografia en columna empleando fases
estacionarias como gel de silice, Sephadex LH-20 y Cis, asi como CLAE, mientras que
la caracterizacion se llevé a cabo mediante experimentos mono y bidimensionales de
RMN y espectrometria de masas (Figura 10).830-32

.ull[””

'y,
7y, 7
(o]

%,
I/’

1. R=Si, A
2. R=Sy, A®
3. R=S3, A®
4, R=S:
J 5. R=S:
RO H 6. R=S3
a
y oH H OH
0 o}
HO ‘?.?/ ‘?7/
Glu (@) Glu OH
o H
Ram | HO H
HO OH H OH
Ram Il O
HOHO ‘)7/
S;=
Glu o}
o H
HO :
HO OH
Ram

Figura 10. Saponinas esteroidales de tipo espirostano aislados de S. melongena.



Solanum torvum

Es una especie de importancia farmacoldgica de la familia Solanaceae. Durante muchas
décadas, diferentes grupos étnicos han utilizado el tallo seco y la raiz de esta planta para
el tratamiento de diversas dolencias, tales como: el resfriado, la tos, fiebre, asma,
diabetes, hipertension, asi como para tratar enfermedades del higado, tuberculosis y
como antianémico.*33

Entre los componentes quimicos principales de S. torvum se encuentran los esteroides,
las saponinas esteroidales, los glicoalcaloides y los fenoles. Diversos estudios
farmacologicos indican que el tallo y la raiz de esta especie tienen efectos antitumorales,
antibacterianos, antivirales, antiinflamatorios y otros efectos de importancia
medicinal 43334

El extracto metandlico de las raices de S. torvum se aislaron tres glicésidos esteroidales,
denominados torvésidos E, F y G (Figura 11). La caracterizacion estructural de estos
compuestos se llevd a cabo mediante experimentos mono y bidimensionales de RMN y
espectrometria de masas empleando ionizacién por FAB.*%

..\\\\\\\\
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Torvésido G

o v o
OR,
0
N
R WOH : Torvésido E
1~ HO QUl OH )

OH

HO™ _ . OH
Xil

o)
RN
OH 0
R = N\%\ : Torvésido F

Figura 11. Glicésidos esteroidales aislados de las raices de S. torvum.
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A partir del extracto etandlico de las partes aéreas de S. torvum se aislaron dos
saponinas esteroidales con una lactona en C-22, denominadas solanolactosidos Ay B
(Figura 12), también fueron caracterizadas dos saponinas esteroidales de tipo
espirostano, llamados torvésidos My N (Figura 13).%6

““\\\\\\

HO

o)
N
RO ui OH
o)
o HO
R= : Solanolactésido A R= HO : Solanolactésido B
HO

i OH
#'< Ram oH Xil

Olltinn

Figura 12. Solanolactdsidos aislados de S. torvum.

OH
HO Q
HO (0]
Glu Il
OH 0

HO :
HO z
Glu | OH ﬁ

R= H, A°> :Torvosido M
R=OH, 5a-H : Torvésido N

Figura 13. Torvosidos M y N aislados de S. torvum.
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Solanum tridynamum

Es una planta perteneciente a la familia de las solaniceas, endémica de México, de la
cual se ha reportado su empleo en la medicina tradicional. Las 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.38

Se ha reportado la presencia de cuatro sapogeninas esteroidales, un alcaloide esteroidal
y &cido vainillico (Figura 14) a partir del extracto metandlico de las raices de S.
tridynamum. Las sapogeninas esteroidales fueron: diosgenina, yucagenina, clorogenina
y neoclorogenina; el alcaloide esteroidal fue la solasodina (Figura 15).%°

OH

Figura 14. Estructura quimica del 4cido vainillico

R

R,=H R,=H R,= NH, N R,=CH;  R.=H: Solasodina
R,=0OH R,=H R,= O, A° R,=H R.= CH;: Yucagenina
R,=H R,= OH R,=0 R,=H R.= CH,: Clorogenina
R,=H R,= OH R,=0 R,=CH;  R.=H: Neoclorogenina

Figura 15. Compuestos esteroidales aislados de las raices de S. tridynamum.
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Solanum erianthum

Se han realizado diversos estudios fitoquimicos en los frutos, hojas y raices de esta
especie, y en la mayoria de estos estudios se emplearon pruebas preliminares o
cualitativas para determinar la presencia de algunos tipos de metabolito secundarios.
Los ensayos preliminares indicaron la presencia de saponinas, esteroides, taninos y
flavonoides a partir del extracto metandlico de S. erianthum. La Tabla 1 muestra los
metabolitos secundarios presentes en las diferentes fracciones resultantes de la
particion del extracto metandlico de esta especie.?0404

Tabla 1. Metabolitos secundarios identificados en los diversos extractos organicos de
S. erianthum por pruebas cualitativas.?°4%41

Metabolito  Hexano  Acetato Acetona Metanol  Acuoso Pruebas
secundario de etilo
Glicosidos - - - - - Prueba de Molish
Saponinas - - - + + Prueba de espuma
Rosenthaler
Alcaloides - - + + + Pruebas de Mayer,
Wagner, Dragendorff
Esteroides + + + - - Liebermann-Burchard,
Salkowski
Taninos - - - + + Prueba de FeCl; al 2%
Flavonoides - + + + - Prueba de Shinoda

(-): Ausencia, (+): Presencia

En la literatura existen pocos estudios encaminados al aislamiento y caracterizacion
estructural de glicésidos esteroidales presentes en esta especie, uno de ellos es el
realizado por Chou y col.*? donde a partir de la fraccién butandlica, proveniente del
proceso de particion de un extracto metandlico de las hojas de esta especie, identificaron
los glicoalcaloides esteroidales solamargina y solasonina (Figura 16). Estos compuestos
se aislaron por medio de cromatografia en columna empleando fases estacionarias como
gel de silice y Sephadex LH-20, asi como CLAE, mientras que la caracterizacion
estructural se llevd a cabo por experimentos mono y bidimensionales de RMN vy
espectrometria de masas empleando ionizacién por electrospray (IEE).*?

Por lo anterior, se hace necesario realizar mas estudios quimicos dirigidos a la
caracterizacion de los metabolitos secundarios presentes en esta especie vegetal con el
objetivo de ampliar la informacion fitoquimica disponible.
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OBJETIVO

General

Caracterizar estructuralmente saponinas esteroidales aisladas de las raices de Solanum
erianthum D. Don.

Especificos

Aislar saponinas esteroidales del extracto metandlico de S. erianthum D. Don por
técnicas cromatogréficas convencionales y de alta eficiencia.

Elucidar las saponinas esteroidales con base en sus caracteristicas espectroscépicas y
espectrométricas.
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HIPOTESIS

Las raices de la especie vegetal Solanum erianthum D. Don poseen glicosidos
esteroidales que pueden ser extraidos con un disolvente organico polar como el metanol.
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JUSTIFICACION

En la medicina tradicional se han empleado especies pertenecientes al género Solanum.
Estudios realizados a especies de este género indican la presencia de saponinas
esteroidales, compuestos de gran interés por su amplio espectro de actividad
biol6gica.®2

Se conoce que hasta la fecha se han realizado estudios quimicos para determinar la
diversidad de metabolitos secundarios presentes en las hojas, flores y frutos de la
especie S. erianthum D. Don.?*2'Sin embargo, no se han realizado estudios
encaminados a la caracterizacion quimica de los metabolitos secundarios presentes en
las raices de esta especie.

Los primeros estudios acerca de la presencia de metabolitos secundarios como
flavonoides, saponinas, esteroides y alcaloides en S. erianthum D. Don fueron pruebas
cualitativas y cuantitativas sin la caracterizacion estructural de los compuestos.4®4!
Actualmente, con el advenimiento de nuevas técnicas dedicadas al estudio quimico,
tales como los experimentos de resonancia magnética nuclear mono y bidimensionales,
homo- y heteronucleares, asi como los experimentos selectivos permiten la
caracterizacibn quimica de los metabolitos secundarios de manera exacta e
inequivoca.*®

Es por esto que se propone la determinacion de metabolitos secundarios en las raices
de S. erianthum D. Don con el fin de contribuir al enriquecimiento de la informacién
fitoquimica disponible para este recurso natural regional. Ademas, los compuestos
aislados podrian representar nuevas alternativas terapéuticas para el tratamiento de
diversas enfermedades, asi como materia prima para el desarrollo de farmacos en la
industria farmacéutica.¢°
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MATERIALES Y METODOS

Material de laboratorio

Los disolventes para los procesos de extraccidén y separacion fueron destilados en el
laboratorio previamente a su utilizacion. Mientras que los disolventes utilizados para
cromatografia de liquidos de alta eficiencia fueron de grado HPLC de la marca J.T.
Baker.

Los analisis por cromatografia en capa delgada (CCD) se realizaron en cromatofolios de
aluminio impregnados de gel de silice GF de 0.25 mm de espesor marca Aldrich. Los
agentes reveladores utilizados en cada ocasioén fueron luz UV de onda corta (254 nm) y
de onda larga (366 nm), como reveladores quimicos se emplearon el 6leum (mezcla de
acido acético glacial, agua y acido sulfarico en proporcién 20:4:1) y el reactivo de
Lieberman (mezcla de anhidrido acético, cloroformo y acido sulfdrico en proporcion
1:1:0.1).

Para las separaciones por cromatografia en columna (CC), se utilizaron columnas de
vidrio con diametro interno de 5, 3, 2.5 y 2 cm, empacadas hasta una altura de 15 cm
con gel de silice con tamafio de particula 70-230 um, marca Merck, gel de silice de
octadecilsilano (Cis) marca Aldrich y gel de silice para CCD grado estandar sin
aglutinante con tamafio de particula 2-25 um y tamafio de poro 60 A marca Aldrich.

Equipos cromatogréfico, espectroscopico y espectrométrico

El andlisis por cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE) se llevo a cabo en un
cromatégrafo de liquidos marca Thermo Scientific Surveyor series con detector de UV-
Vis con software de control ChromQuest version 3.2.1. Agilent Chemstation

Los experimentos de RMN monodimensionales (RMN-'H, RMN-3C), bidimensionales
homonucleares (COSY, TOCSY) y heteronucleares (HSQC, HMBC), asi como
experimentos de RMN selectivos se efectuaron en un espectrometro marca Bruker
Avance Ultrashield 400 MHz con sonda dual de 5 mm y software de control TopSpin
version 3.6. Para los analisis se emplearon como disolventes deuterados el metanol
(CDsOD) y la piridina (piridina-ds). Los desplazamientos quimicos (8) reportados se
establecieron teniendo como referencia la sefal residual de los protones del disolvente.

La masa molecular de los compuestos aislados se determind por espectrometria de
masas de baja resolucién empleando ionizacion por IEE en un cromatografo de liquidos
de alta eficiencia marca Agilent Technologies modelo 1290 con compartimiento de
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bomba binaria modelo 1290, compartimiento de automuestreador modelos 1290 y
compartimiento termostatizado para columna modelo 1290, acoplado a un detector
masico de la misma marca modelo G6470A Triple Quad LC/MS, corriendo el software
de control Agilent ChemStation version B.04.03. Se emple6 una columna Eclipse plus
C18 (2.1 x 50 mm, 1.8 um, Agilent Technologies). La fase movil fueron agua con 0.1%
de acido férmico (solvente A) y metanol con 0.1% de acido férmico (solvente B). El
programa de gradiente fue el siguiente: isocratico al 85% de solvente A desde el inicio a
los 3 min, isocrético al 100% de solvente B hasta los 5 min, del 100% al 20% del solvente
B de 5 a 6 min. La separacién cromatogréafica se realizé a un flujo de 0.500 mL/min a
40°C. El volumen de inyeccién fue de 2 uL.

La deteccién de espectrometria de masas se realizé utilizando UHPLC-MS-ESI. Los
pardmetros de ionizacion optimizados para IEE fueron los siguientes: un voltaje capilar
de 3.7 kV, nebulizacién con nitrégeno a 45 psi, flujo de gas seco de 5 L/min a una
temperatura de 300 °C. Con base a los resultados de los experimentos preliminares, los
espectros de masas se registraron dentro del rango de masas de 100-1500 y 70-1500
m/z para los espectros de MS/MS (tiempo de exploraciébn 1 s). Se registraron los
espectros de masas de ion de producto de disociacién inducida por colision (CID, por
sus siglas en inglés), en modo auto-MS/MS con una energia de colision de 100 eV.

Software de analisis de datos

Los espectros de RMN fueron analizados en el software MestReNova version 12.0.1.

Las estructuras quimicas presentadas en este trabajo fueron elaboradas en el software
ChembDraw Professional version 16.0.

Recoleccion del material vegetal

La especie Solanum erianthum fue recolectada en enero de 2019 en la ciudad de Mérida,
Yucatan en el punto 20°59" N, 89°38" W. La especie vegetal fue identificada por el Dr.
Juan Tun Garrido y un ejemplar completo se destind para muestra de herbario a la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia UADY (N° JT13250).
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Preparacion de la muestra

El material vegetal se dividi6 en sus diferentes partes: flores, frutos, hojas, tallos y raices.
Las raices (1.120 kg) fueron limpiadas manualmente con un cepillo de cerdas.
Posteriormente, fueron descortezadas de manera manual y la corteza se llevd a
sequedad en un desecador de herbario a una temperatura de 65 °C durante tres dias.
El material vegetal seco fue triturado y molido empleando un molino automético de tamiz
10.

Extraccion

Unos 500 g de corteza, seca y molida, se sometieron a extraccion por maceraciéon con
MeOH durante 72 h repitiéndose el proceso cinco veces. El extracto metandlico obtenido
se concentrd en un evaporador rotatorio a presion reducida para obtener el residuo seco
(49.5 g).

Fraccionamiento primario

El residuo seco se suspendio en una mezcla de metanol (MeOH):H,O en proporcion 1:3,
y luego fue fraccionado por particion liquido-liquido con hexanos (Hxs), diclorometano
(DCM) y n-butanol (n-BuOH), sucesivamente. Las fracciones obtenidas se llevaron a
sequedad en un evaporador rotatorio a presion reducida. El proceso para la obtencién
de las fracciones se describe de manera resumida en la Figura 17. Dada la naturaleza
polar de los compuestos de interés se procedid al fraccionamiento secundario de la
fraccion butandlica (n-BuOH). Las fracciones obtenidas con Hxs y DCM, asi como el
resto de la mezcla MeOH:H,O fueron almacenadas a baja temperatura (4 °C).
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Solanum erianthum
(1.120 Kg de raiz)

lDescortezar, secar y moler

Corteza de laraiz
(500 g)

l

Macerar con MeOH

Concentrar

¥y

Extracto metandlico

(49.5q)
‘ Extraccion liguido-liquido con Hxs
Fraccion Hxs Fase acuosa
(458 g) insoluble en Hx
Extraccion liquido-liquido con DCM
Fraccion DCM Fase acuosa
(0.54 g) insoluble en DCM

‘ Extraccion liquide-liquide con n-BuOH

Fraccién n-BuOH Fase acuosa insoluble
(395q) en n-BuOH

Figura 17. Proceso de extraccion y fraccionamiento por particion liquido-liquido.

Fraccionamiento secundario

La fraccion de n-BuOH (39.5 g) fue fraccionada en una columna cromatografica
empacada con gel de silice en fase reversa (Cig) y eluida con una fase movil de
MeOH:H,0 en proporcién 70:30, seguido de MeOH y finalmente, acetonitrilo (ACN). Se
obtuvieron 55 fracciones las cuales fueron analizadas por CCD y posteriormente
reunidas de acuerdo a su similitud en ocho fracciones nombradas de F1 a F8. En la
Figura 18 se resume el proceso del fraccionamiento secundario.

Fraccion butanolica
(39.5¢g)

cccis
MeOH, MeOH-H:20 (7:3), ACN

55 fracciones

CccD
CHClz-MeOH-Hz20 (75:25:0.1)
Fraccién 1 Fraccion 2 Fraccion 3 Fraccion 4 Fraccion & Fraccion 6 Fraccion 7 Fraccion 8
(153 g) (142 g) (2.84q) (132 mg) (106.3 mg) (344.5 mg) (200.7 mg) (5.64)

Figura 18. Fraccionamiento secundario.

30



Las ocho fracciones obtenidas se analizaron por RMN-H, donde en los espectros de
protén de las fracciones F2 y F3 se observaron las sefiales caracteristicas de los
compuestos de interés, adicionalmente fueron de las fracciones con mayor cantidad. Por
lo anterior, estas fracciones se sometieron a fraccionamiento por cromatografia en
columna. A partir de este fraccionamiento terciario, las fracciones de interés fueron
seleccionadas con base en su cantidad y en lo observado en el espectro de RMN-1H.

Aislamiento y purificacién de glicosidos esteroidales

Fraccionamiento terciario/ Andlisis de la fraccion F3

La fraccién F3 (2.8 g) fue fraccionada en una columna cromatografica empacada con gel
de silice para CCD utilizando como fase mdvil una mezcla de acetato de etilo
(AcOEt):MeOH en gradiente en las proporciones 100:0, 97:3, 94:6, 91:9, 88:12, 85:15,
82:18, 79:21, 70:30, 60:40, 50:50 y 0:100. Se obtuvieron 31 fracciones las cuales se
analizaron por CCD vy se reunieron de acuerdo con su similitud en cinco fracciones
nombradas de F3_ 1 a F3 5.

Fraccion F3_3

La fraccién F3_3 (223.5 mg), fue fraccionada en una columna cromatografica empacada
con gel de silice para CCD utilizando como fase movil una mezcla de CHCl;:MeOH en
gradiente en las proporciones: 95:5, 90:10, 85:15, 80:20, 75:25, 70:30, 60:40, 50:50 y
0:100. Se obtuvieron 35 fracciones y por analisis en CCD fueron reunidas por similitud a
un total de seis fracciones nombradas de F3 3 1 a F3 3 5. Donde se obtuvo el
compuesto | en la fraccién F3_3_1, el cual fue sometido a analisis espectroscopicos y
espectrométricos (Figura 19).

Fraccion 3
(2.8 g)

CC gel de silice 70-230
Fase movil: Mezclas de AcOEt-MeOH

. v . ! .

| F3 1 | | F3 2 | | F3_3 | | F3 4 | | F3 5 |

CC gel de silice TLC
Fase movil: Mezclas de CHCl;-MeOH

[Fas1| [Fasz2] | F3_'3_3 | [F334]| [Fass |

Figura 19. Obtencion del compuesto | a partir de la fraccion
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Andlisis de la fraccion F2

La fraccion F2 (14.2 g) se analiz6 por cromatografia en columna empleando como fase
estacionaria gel de silice 70-230 y como fase movil mezclas de AcOEt-MeOH en las
proporciones: 90:10, 80:20, 70:30, 75:25, 60:40, 50:50, 0:100. De este proceso se
obtuvieron 44 fracciones, las cuales se analizaron por CCD y se reunieron de acuerdo
con su similitud en ocho fracciones denominadas F2_1 a F2_8.

Fraccion F2_3

La fraccion F2_3 (1.8 g), fue fraccionada en una columna cromatogréfica empacada con
gel de silice TLC utilizando como fase moévil una mezcla de CHCI;:MeOH en gradiente
(75:25, 70:30 x2, 65:25, 50:50 y 0:100). Se obtuvieron 86 fracciones y por analisis en
CCD fueron reunidas por similitud a un total de siete fracciones nombradas de F2_3 1
aF2_3 7.

Fraccion F2_3 5

La fraccion F2_3 5 (942.3 mg) se fracciond por cromatografia en columna, empleando
como fase estacionaria gel de silice TLC y como fase mévil mezclas de CHCI;:MeOH en
gradiente en las siguientes proporciones: 75:25, 72:28, 70:30, 68:32 y 0:100. Se
obtuvieron 126 fracciones, las cuales fueron analizadas por CCD y reunidas de acuerdo
a su similitud en 11 fracciones nombradas de F2 3 5 1aF2 3 5 11.

Fraccibn F2_3 5 11

La fraccion F2_3 5 11 (304.3 mg) fue fraccionada por cromatografia en columna
empacada con gel de silice TLC y empleando una elucion isocratica en la cual la fase
moévil fue una mezcla de CHCIl;:MeOH en proporcion 70:30. De este proceso se
obtuvieron 52 fracciones, las cuales se analizaron por CCD y se reunieron de acuerdo a
su similitud en 10 fracciones nombradas de Al a A10.

Fracciéon A10

La fraccién A10 (179.9 mg) se fracciond por cromatografia en columna con soporte de
octadecilsilano (C18), empleando como fase mdvil una mezcla de MeOH:H,O en
gradiente en las proporciones 0:100, 80:20, 78:22, 76:24, 74:26, 72:28, 70:30 y 100:0.
Se obtuvieron 99 fracciones, las cuales se analizaron por CDD y se reunieron de acuerdo
a su similitud en tres fracciones nombradas de A10_1 a A10_3.

Fraccion A10_2

La fraccion A10_2 (40 mg) se analiz6 por cromatografia en columna empacada con gel
de silice TLC. Se utiliz6 una elucion isocratica en la cual la fase movil fue una mezcla de
AcOEt:MeOH en proporcion 55:45. Se obtuvieron 47 fracciones, las cuales se analizaron
por CCD y se reunieron de acuerdo a su similitud en tres fracciones nombradas de MZ1
a MZ3.
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Fraccion MZ2

La fraccion MZ2 (16.7 mg) se analiz6 por cromatografia de liquidos de alta eficiencia,
empleando como fase estacionaria una columna analitica de tipo amino (LC-NH) marca
Supelco con tamafio de particula de 5 um y 4.6 mm de diametro interno. La elucion se
realizé de manera isocratica y como fase movil se empleé una mezcla de ACN:MeOH
en proporcion 50:50 y con un flujo de 1 mL/min. Al final del proceso se obtuvieron dos
fracciones nombradas como MZ2_1y MZ2 2. El compuesto Il se obtuvo de la fraccion
MZ2_1, este compuesto se sometié a andlisis espectroscépicos y espectrométricos. El
proceso de obtencion del compuesto Il se describe de manera resumida en la Figura

20.
Fraccion 2
l (14.2g) ]
CC gel de silice 70-230
Fase mévil: Mezclas de AcOEt-MeOH
! ! ! } ! |
[ P21 || F22 || F23 | [ F2a || F25 || F26 || F27 |[ F28 |
CC gel de silice TLC
Fase mowvil: I-Agzclas de CHCl,-MeOH
[F231 ]| [F232]|[r233]|F34]]| r-2_'3_5 | | F2_'3_6 | [ F237 |

CC gel de silice TLC
Fase movil: Mezclas de CHCI;-MeOH

11 fracciones

(F2_2 .5 1aF2_2 5 11)

| F2_.3 5 11 I

CC gel de silice TLC
Fase movil: Mezclas de CHCl,-MeOH

A

10 fracciones
(A1 aA10)

A10

CC soporte de C18

Fase movil: H,0, MeOH-H,0, MeOH

A

A10_1

A10_2

(40 mg)

A10_3

HPLC

Fase estacionaria: columna LC-NH,
Fase movil: ACN-MeOH (1:1)

Figura 20. Obtencion del compuesto Il a partir de la fraccion F2.
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Andlisis de la fraccion F2_6

También se analizo6 la fraccion F2_6 obtenida a partir de la fraccion F2. La fraccion F2_6
(1.14 g) se analizé por cromatografia en columna empacada con gel de silice TLC y se
empled como fase movil mezclas de AcOEt:MeOH a gradiente en las proporciones
80:20, 75:25, 70:30, 60:40 y 50:50. Se obtuvieron 35 fracciones, las cuales se analizaron
por CCD vy se reunieron de acuerdo con su similitud en seis fracciones nombradas de
F2. 6 1aF2_6 6.

Fraccion F2_6_4

La fraccién F2_6_4 (275 mg) se analiz6 por cromatografia en columna empleando como
fase estacionaria gel de silice TLC y como fase mavil mezclas de CHCI;:MeOH en
gradiente con proporciones 75:25, 72:28, 70:30, 68:32, 50:50 y 0:100. De este proceso
se obtuvieron 72 fracciones, las cuales se analizaron por CCD y se reunieron de acuerdo
a su similitud en ocho fracciones nombradas de F2_6 4 1 a F2_6_4_8). Obteniéndose
el compuesto Ill de la fraccion F2_6 4 3, el cual fue sometido a andlisis
espectroscopicos y espectrométricos. El proceso de obtencién del compuesto Il se
describe en la Figura 21.

Fraccién 2
(14.2 g)

CC gel de silice 70-230
Fase mavil: Mezclas de AcOEt-MeOH

| Fr21 ]| F2'_2 | | F23 || F2'_4 | [ F2s || F2'_6 | | F2 7 | F2'_8 |

CC gel de silice TLC
Fase movil: Mezclas de AcOEt-MeOH

[F261| |[F2e62| [r2e3]| [Faea]| |[F2es| |F26s|

CC gel de silice TLC
Fase movil: Mezclas de CHCI3-MeOH
8 fracciones
(F2 6 4 1a
F2_6_4_8)

Figura 21. Obtencion del compuesto Il a partir de la fraccion F2.
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Andlisis de la fraccion F2_6 5

También fue analizada la fraccion F2_6_5 (203 mg) obtenida a partir de la fraccion F2_6.
La fraccion F2_6_5 fue analizada por cromatografia en columna empacada con gel de
silice TLC, la cual fue desactivada con N(CHz)s al 3% v/v. Como fase movil se emplearon
mezclas de CHCIl;:MeOH en gradiente con proporciones 80:20, 78:22, 75:25, 73:27,
70:30, 65:35, 50:50 y 0:100. Se obtuvieron 132 fracciones, las cuales se analizaron por
CCD y se reunieron de acuerdo a su similitud en 10 fracciones, nombradasde F2_6 5 1
a F2_6_5_10. Donde se obtuvo el compuesto IV a partir de la fraccion F2_6_5 3, el
cual se someti6 a analisis espectroscopicos y espectrométricos. El proceso de obtencién
del compuesto |V se describe en la Figura 22.

Fraccion 2

(14.2 g)

CC gel de silice 70-230
Fase movil: Mezclas de AcOEt-MeOH

| Fr21 || inz | | F2s || F2'74 | | F2s || ins | | F2'_T | | F2'_8 |

CC gel de silice TLC
Fase movil: Mezclas de AcOEt-MeOH

[Fa61| |rFeez2| [Fraes]| [rasa]| |[ress| [Feses]

CC gel de sflice TLC con N(CH;), al 3%
Fase moévil: Mezclas de CHCI;-MeOH

10 fracciones
(F2_6_5_1a
F2_6_5_10)

! Compuesto IV |
(15.5 mg)

Figura 22. Obtencion del compuesto IV a partir de la fraccion F2.

35



36



RESULTADOS Y DISCUSION

Dada la naturaleza polar de los compuestos de interés se selecciond la fraccion n-BuOH,
proveniente del proceso de particion del extracto metandlico, para su andlisis por
cromatografia en columna. A partir de este fraccionamiento secundario, las fracciones
de interés fueron seleccionadas con base en la cantidad de muestra disponible, asi como
en lo observado en CCD y en el espectro de RMN-!H, en el cual se observaron las
sefales caracteristicas de un glicésido esteroidal (dos sefiales dobles y dos sefiales
simples entre 64 0.80 y 1.40 correspondientes a los grupos metilo de la aglicona
esteroidal, asi como la presencia de sefales dobles y simples entre &4 4.50 y 6.50
correspondientes a los protones anoméricos de los monosacaridos que componen la
cadena de azlcares).*4

Compuesto |

El compuesto | (3 mg) se obtuvo como un polvo blanco, con un rendimiento de 0.0006%.
El compuesto | mostré un pico de ion molecular a 723 m/z [M+H]".

En el espectro de RMN-!H (Figura 23) se puede observar la presencia de dos sefiales
simples a 64 0.87 (H-18) y 0.93 (H-19), asi como dos sefiales dobles a 64 0.81 (H-27, J
= 6.5 Hz) y 1.43 (H-21, J = 7 Hz) pertenecientes a los grupos metilo angulares
caracteristicos de un nucleo esteroidal, adicionalmente se observa una sefial doble
centrada a 64 1.75 (J = 6.1 Hz) atribuida al metilo del desoxiazticar ramnosa.® Asimismo,
se observan sefiales multiples entre 3.60 y 4.80 ppm, que se asignaron a metinos y
metilenos propios de azlcares; igualmente, se observaron una sefial doble a 64 4.97 con
J = 7.6 Hz y una sefial simple ancha a n 5.94, caracteristicas de protones anoméricos
de dos monosacéridos, glucosa y ramnosa, respectivamente.?4°
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Figura 23. Espectro de RMN-'H del compuesto |, determinado a 400 MHz en
piridina-ds donde se observan las sefiales caracteristicas de un glicésido esteroidal.

En el espectro de RMN-3C se identificaron 39 sefiales de atomos de carbono
pertenecientes a la molécula. Mediante los experimentos de mejoramiento sin distorsion
por transferencia de polarizacion (DEPT, por sus siglas en inglés) 135° y 90°, se
determind la presencia de 11 metilenos (CH), 19 metinos (CH), cinco grupos metilo
(CHs) y cuatro carbonos cuaternarios (Figura 24). En el espectro de RMN-3C destacan
las sefales obtenidas a 6c 122.0 (C-6) y 141.3 (C-5), asignadas a los atomos de carbono
insaturados caracteristicos del esqueleto esteroidal de diosgenina (AS espirostano).®
También se observaron sefiales a 6c 102.6 y 102.8, pertenecientes a los carbonos

anoméricos de los azlcares presentes, glucosa y ramnosa, respectivamente. El resto de
las sefiales se resume en la Tabla 2.
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Anoméricos

RMN-13C

C-5

@]
T
<

DEPT-135°

I(')l

DEPT-90° 19CHYy

oy

140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15
(ppm)

Figura 24. Espectros de RMN-3C, DEPT 135° y DEPT 90° del compuesto |.
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Tabla 2. Datos RMN de la aglicona del compuesto | en piridina-ds.

Posicion  'H (5 en ppm, m, J en Hz) 13C (5 en ppm) a Agrawal“ 13C(5 en ppm)2

a 400 MHz 100 MHz
1 173,0.98 375 374
2 2.07,1.71 30.2 32.2
3 3.88 78.2 78.2
4 2.71,2.45 39.4 38.9
5 141.3 140.8
6 5.29 122.0 121.7
7 1.89, 1.53 32.2 32.1
8 1.41 316 316
9 0.92 50.5 50.2
10 37.1 37.1
11 141 20.9 21.0
12 1.29,1.87 39.9 39.8
13 446 40.4
14 152 53.8 56.6
15 1.83,1.38 34.9 31.8
16 45 78.4 81.0
17 1.94 62.7 62.8
18 0.87 (s) 14.3 16.3
19 0.91 (s) 19.5 19.3
20 2.93 44.0 419
21 143(d, 7) 18.2 15.0
22 109.7 109.2
23 127 30.0 30.1
24 162,1.12 38.4 34.2
25 1.40 316 305
26 3.05, 3.85 55.7 63.6
27 0.81(d, 6.5) 19.3 17.3

aMedido en cloroformo deuterado (CDClz)

Por medio del experimento de espectroscopia de correlacion heteronuclear de cuanto
unico (HSQC, por sus siglas en inglés), se determind que los protones anoméricos a du
4.97 (Glu H-1) y 5.94 (Ram H-1) se encuentran enlazados a los carbonos a ¢ 102.6 (C-
1’) y 102.8 (C-1"), respectivamente. Este experimento revel6 también que la sefal del
proton seis (H-6 a 64 5.32), enmascarada por la sefial del D>O en el disolvente en el
espectro de RMN-!H, se encuentra enlazado al carbono a 8¢ 122.0 (C-6) (Figura 25).
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Ram H-6 H-1

H-1

102

c-1
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L 104
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2 L110
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(ppm)

L114

116

118

120

<)) L122

L124

. . . . . . . . . . . . .
6.0 5.9 5.8 5.7 5.6 5.5 5.4 5.3 5.2 5.1 5.0 4.9 4.8
(ppm)

Figura 25. Seccion de espectro HSQC del compuesto |, en el que se observa la
correlacion C-H de los protones anoméricos y el protén H-6.

Todo lo anterior sugiere que se trata de un glicdsido esteroidal de tipo espirostano, el
cual posee un doble enlace que, por su desplazamiento quimico caracteristico, se
encuentra situado entre las posiciones cinco y seis, ademas de encontrarse unido a una

cadena de azUcares conformada por dos monosacaridos (Figura 26).
21

26

0

=

Z I
N

27

1

OH
(e}
o o)
HO ,
.- OH 1
o Glu
HO
HO OH
Ram

Figura 26. Glicésido esteroidal que posee un doble enlace en posicién Ay una
cadena conformada por dos unidades de azucar.
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Para confirmar la posicion de los diferentes grupos funcionales en la estructura se
empled el experimento bidimensional de espectroscopia heteronuclear de correlacion de
enlace multiple (HMBC, por sus siglas en inglés), el cual confirmé la correlacion de la
sefal doble a &4 0.81 (H-27) con un metino a éc 27.6 (C-25) y un metileno a &¢ 55.7 (C-
26) (Figura 27). En el experimento HMBC se observa también la interaccion la sefal
doble a 6y 1.42 (H-21) con los metinos a 6c 63.1 (C-17) y 44.4 (C-20) (Figura 28).

26

— ) L2

B +30

32

L34

- 36

N ) L3s

L40

La2

L44

- 46
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¢ N +50

\ ! 52

L54

= 56

|58

1.00 0.95 0. 90 0.85 0.80 0.75
(ppm)

Figura 27. Seccién del espectro HMBC donde se observa la correlacion de H-27 con
C-25y C-26.
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Figura 28. Seccion del espectro HMBC donde se observa la correlacion de H-21 con
C-17v C-20.
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Por su parte, la sefial simple a 64 0.87 (H-18) presenté correlacion con los metinos a d¢
53.8 (C-14), 62.7(C-17) y 44.0 (C-20); mientras que la sefial simple a 64 0.91 (H-19)
presentd correlaciones con el carbono cuaternario a 8¢ 141.3 (C-5), un metileno a 8¢ 37.6
(C-1) y un metino a 6c 50.5 (C-9) (Figura 29).

H-18

30

L 40

£50

- 60

70

L 80

(ppm)

90

£ 100

110

F120

F130

1.20 1.15 1.10 1.05 1.00 0.95 0.90 0.85
(pPM)

Figura 29. Seccioén del espectro HMBC donde se observan las correlaciones de H-18
y H-19 con carbonos del nucleo esteroidal.

Este experimento también permiti6 establecer los sitios de ramificacion entre los
monosacaridos que componen la cadena de azlcares y determinar el sitio de union de
ésta con la aglicona esteroidal. La unién de la aglicona con la cadena de azlcares se
establecié de acuerdo con el acoplamiento del protén anomérico de la unidad de glucosa
(H-1 Glu a 64 4.97) con el metino a d¢c 78.2 (C-3) del nacleo esteroidal (Figura 30).
Finalmente, la unién entre los monosacaridos se establecié de acuerdo con la correlacion
del proton anomérico de la ramnosa (H-1 Ram a &4 5.94) con el metino a d¢c 78.3 (C-4’)
de la glucosa (Figura 31).
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Figura 30. Seccién del espectro HMBC donde se observa la correlacion del proton
anomeérico de la glucosa con C-3.
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(ppm)

R e A A s
602 600 598 596 594 592 590 58 586 584 582 580
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Figura 31. Seccién del espectro HMBC donde se observa la correlacion del proton
anomeérico de la ramnosa con el C-4’ de la glucosa.
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Mediante el experimento bidimensional de espectroscopia de correlacion total (TOCSY-
2D, por sus siglas en inglés), pudieron asignarse los protones para cada unidad de
azucar al observar los sistemas de espines para la glucosa (Figura 32) y ramnosa
(Figura 33). La asignacion de los protones de cada uno de los monosacaridos y sus
respectivos carbonos se encuentra resumida en la Tabla 3.

H-1

(ppm)

50 49 48 47 46 45 44 43 (4‘.2) 41 40 39 38 37 36 35
ppm
Figura 32. Seccion del espectro TOCSY-2D donde se observa el sistema de espin de
la glucosa.

(ppm)

-5.5

6.0

6‘.0 5‘.8 5‘.6 5;.4 5‘.2 5‘0 4‘.8 4‘.6 4‘.4 4‘.2 4‘(3‘8) 3‘6 3‘.4 3‘.2 3‘.0 2‘.8 2‘6 2‘.4 2‘2 2‘.0 1‘.8
- -7 ppm. . z
Figura 33. Seccion del espectro TOCSY-2D donde se observa el sistema de espin
de la ramnosa.
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Tabla 3. Datos RMN para la cadena de azlcares del compuesto | en piridina-ds.

Posicion 'H(5enppm,m,JenHz)a '3C (5 enppm)a Yang? 3C(8 en ppm)?
400 MHZ 100 MHZ
Glucosa (1—C-3)
1 497 (d, 7.6) 102.6 102.9
2 3.99 75.6 76.0
3 4.25 76.8 771
4 4.50 78.3 78.7
5 3.74 77.2 776
6 4.16,4.28 61.6 61.9
Ramnosa (1—C-4)
1 5.94 (brs) 102.8 103.1
2 473 72.8 73.1
3 4.61 72.9 73.2
4 4.38 74.3 74.4
5 5.06 70.5 70.8
6 1.75(d, 6.2) 18.8 19.0

Medido en piridina-ds

Los datos anteriores y la revision en la literatura permitieron identificar el compuesto |
como prosapogenina B de la dioscina, también denominada progenina Il (Figura 34),
constituyendo asi el primer reporte del aislamiento de este compuesto en el género
Solanum.

HO
HO OH

Figura 34. Estructura quimica de la prosapogenina B de la dioscina (progenina Il).
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La prosapogenina B de la dioscina es un glicésido esteroidal aislado por primera vez en
1968 de la especie Dioscorea tokoro. Wang y col.*” demostraron que este compuesto
posee una mayor actividad anticancerigena que el agente quimioterapéutico cisplatino
empleado como control positivo en el estudio. Se evaluo su actividad citotéxica frente a
diversas lineas celulares de cancer humano: A431 (carcinoma epidermoide humano),
A2780 (adenocarcinoma ovarico humano), A549 (adenocarcinoma de pulmén humano),
K562 (eritroleucemia humana) y HCT-15 (carcinoma colon humano).

Los resultados indican que la prosapogenina B de la dioscina o progenina Il podria ser
un buen candidato como agente quimioterapéutico para tratar el carcinoma de colon
humano.

Compuesto Il

El compuesto Il (4.6 mg) se obtuvo como un polvo blanco, con un rendimiento de
0.00092%. ElI compuesto Il mostré un pico de ion molecular a 1000 m/z [M+H]*.

En el espectro de RMN-H (Figura 35), se pueden observar dos sefiales simples a 3y
0.89 (H-18) y 1.06 (H-19), asi como cuatro sefiales dobles a 64 0.83 (H-27, J = 5.5 Hz),
1.10 (H-21,J=7.1 Hz), 1.65 (Ram Il H-6, J = 6.2 Hz) y 1.75 (Ram | H-6, J = 6.2 Hz), las
cuales corresponden a seis grupos metilo. También se observan diversas sefiales entre
3.60 y 5.20 ppm, las cuales se asignaron a metinos y metilenos propios de azucares;
igualmente, se observa una sefial doble a &4 5.36 asignada a un protén olefinico. La
sefial multiple a 64 4.89, asi como las sefiales a 64 6.00, 6.10 y 6.22 fueron atribuidas a
protones anoméricos de cuatro azlcares. Estos datos sugieren la presencia de un ndcleo
esteroidal que posee un doble enlace y esta unido a cuatro unidades de azucar.
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Figura 35. Espectro de RMN-'H del compuesto I, determinado a 400 MHz en
piridina-ds donde se observan las sefiales caracteristicas de un glicésido esteroidal.

En el espectro de RMN-3C se identificaron 50 sefiales de atomos de carbono. Mediante
los experimentos DEPT 135° y DEPT 90° se determiné la presencia de 13 CH;, 26 CH,
seis CH3 y cinco carbonos cuaternarios (Figura 36). En el espectro de RMN-3C se
observan sefiales a 8¢ 122.2 y 141.2, correspondientes a los atomos de carbono de un
doble enlace (A%). También se observaron sefiales a 8¢ 100.3, 101.3, 102.8 y 110.4,
pertenecientes a los carbonos anoméricos de los azucares presentes. Finalmente, la
sefial a 6¢c 98.8 se asigndé al atomo de carbono espiro (C-22), este desplazamiento
guimico indica la posible presencia de un atomo de nitrégeno en el anillo F del nacleo
esteroidal. El resto de las sefales se resume en la Tabla 4.
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Anoméricos
' '

RMN-13C C-5

DEPT-135°

DEPT-90°

140 135 130 125 120 115 ‘110 105 160 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15
(ppm)

Figura 36. Espectro de RMN-13C, DEPT 135° y DEPT 90° del compuesto Il.
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Tabla 4. Datos de RMN de la aglicona del compuesto Il en piridina-ds.
Posicion 'H (3 en ppm, m, Jen Hz) a400 MHz  *3C (8 en ppm) a 100 MHz

1 0.99,1.75 37.9
2 1.85, 2.04 30.4
3 3.87 78.2
4 2.73 39.0
5 141.2
6 5.35 122.2
7 1.89 32.8
8 157 32.1
9 0.92 50.7
10 37.6
11 146 216
12 113,1.72 405
13 41.0
14 1.10 57.1
15 150, 2.08 33.0
16 4.44 79.2
17 178 63.9
18 0.89 (s) 16.9
19 1.06 (s) 19.8
20 1.98 42.0
21 110 (d, 7) 16.1
22 98.8
23 173 35.2
24 126 30.4
25 165 32.0
26 2.79 485
27 0.83 (d, 5.5) 20.2

Por medio del experimento HSQC, se pudieron realizar las asignaciones de los carbonos
anomeéricos de los azucares presentes, especialmente de la glucosa ya que en el
espectro de RMN-'H, la sefial correspondiente al proton anomérico se encontraba
solapada con diversas sefiales.

Se determin6 que los protones anoméricos a &4 4.98 (Glu H-1), 6.01 (Ram Il H-1), 6.11
(Ram | H-1) y 6.22 (Api H-1) se encuentran enlazados a los carbonos a 6c 100.3, 101.3,
102.8 y 110.4, respectivamente.*®4® Este experimento también permitié realizar la
asignacion de la sefial a 6 4 5.35 atribuida al proton H-6 de la aglicona esteroidal (Figura
37).
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Figura 37. Seccion de espectro HSQC del compuesto Il, en el que se observa la
correlacion C-H de los protones anoméricos y el proton H-6.

Todo lo anterior sugiere que se trata de un glicoalcaloide esteroidal de tipo espirosolano,
el cual posee un doble enlace que, por su desplazamiento quimico caracteristico, se
encuentra situado entre las posiciones cinco y seis (A® espirosolano). Ademas, de
encontrarse unido a una cadena de azucares conformada por cuatro monosacaridos
(Figura 38).
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Figura 38. Glicoalcaloide esteroidal que posee un doble enlace en posiciéon Ay una
cadena oligosacarida conformada por cuatro unidades de azucar.
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Para confirmar la posicion de los diferentes grupos funcionales en la estructura se
empled el experimento bidimensional de HMBC, en el cual se observé que la sefial doble
a on 0.83 (H-27, J = 5.5 Hz) presenta correlacién con el metino a 6¢c 32.0 (C-25) y el
metileno a d¢c 48.5 (C-26); de igual forma la sefal doble a 64 1.10 (H-21, J = 7.1 Hz)
presentd correlacién con el carbono cuaternario a ¢ 98.8 (C-22) y los metinos a 6¢c 63.9
(C-17)y 42.0 (C-20) (Figura 39).
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Figura 39. Seccién del espectro HMBC donde se observan las correlaciones de H-21
y H-27 con los carbonos del nicleo esteroidal.

Por su parte, la sefial simple a 64 0.89 (H-18) presentd correlacion con el carbono
cuaternario a ¢ 41.0 (C-13) y con los metinos a 6¢c 57.1 (C-14) y 63.9 (C-17); mientras
gue la sefal simple a o4 1.06 (H-19) presenté correlaciones con los carbonos
cuaternarios a d¢c 141.2 (C-5) y 37.6 (C-10), asi como con el metino a ¢ 50.7 (C-9)
(Figura 40).
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Figura 40. Seccion del espectro HMBC donde se observan las correlaciones de H-18
y H-19 con los carbonos del nucleo esteroidal.

Debido al solapamiento de las sefiales correspondientes a la cadena de azucares en el
espectro de RMN-'H, y ante la imposibilidad de poder asignar los protones de cada
monosacarido mediante los experimentos bidimensionales convencionales, se empled
el experimento selectivo TOCSY-1D. El experimento consiste en irradiar la sefial
correspondiente a algun protdon del sistema de espin de cada monosacarido,
generalmente el proton anomeérico. Posteriormente, se establece el tiempo de mezclado
6ptimo para la observacion de todas y cada una de las sefales que conforman el sistema
de espines.

En el caso del compuesto I, se llevaron a cabo irradiaciones a los protones anoméricos
de la apiosa y las ramnosas cuyas sefiales aparecen a ox 6.22 (Api, H-1), 6.11 (Ram |,
H-1) y 6.01 (Ram II, H-1). En el caso de la glucosa, la sefial correspondiente al proton
anomeérico se encontraba solapada, por lo que se irradié el H-5, cuya sefial aparece a ou
3.67 (Glu, H-5). Para cada sistema de espin conformado por cada unidad monosacarida,
se usaron tiempos de mezclado de 20, 40, 60, 80, 100, 120, 150, 180, 200, 250 y 300
milisegundos. Al finalizar este proceso, se obtuvo de manera individual cada sistema y
la asignacion inequivoca de los protones de cada uno de los monosacéridos presentes
en el compuesto (Figura 41). La asignacion de los protones de cada uno de los
monosacaridos y sus respectivos carbonos se encuentra resumida en la Tabla 5.
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Figura 41. Subespectros obtenidos en el experimento TOCSY-1D de cada uno de los
sistemas de espin correspondientes a los azlcares del compuesto Il.
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Tabla 5. Datos de RMN para la cadena de azUcares del compuesto |l en piridina-ds.

Posicion 'H(5enppm,m,JenHz)a C(5enppm)a Ghisalberti‘s Silva*
400 MHz 100 MHz 13C(d en ppm)?
Glucosa (1—C-3)
1 4.89 (m) 100.3 100.5
2 4.19 79.0 79.5
3 4.45 81.8 80.7
4 4.58 72.8 73.4
5 3.67 78.1 7.7
6 4.09,4.19 61.7 61.3
Ramnosa | (1—C2’)
1 6.11 (brs) 102.1 102.7
2 4.92 72.5 72.7
3 4.53 72.9 72.9
4 4.34 73.9 74.0
5 4.88 70.4 69.9
6 1.75(d, 6.2) 18.6 18.7
Apiosa (1—C3’)
1 6.22 (d, 5) 1104 110.5
2 4.89 77.7 77.3
3 80.3 79.9
4 4.32,5.16 75.4 74.8
5 4.16 65.2 64.3
Ramnosa Il (1—C4’)
1 6.01 (brs) 101.3 101.5
2 4.72 72.9 72.8
3 4.54 72.7 72.3
4 4.34 747 74.2
5 5.07 69.9 69.4
6 1.65 (d, 6.2) 19.0 18.7

Medido en piridina-ds

El subespectro TOCSY-1D para el azlcar apiosa (Api) muestra Unicamente dos sefiales
en el sistema de espines, lo que se esperaba para este monosacarido debido a que en
su estructura posee Unicamente dos grupos metino vecinales lo que permite la
transferencia de la magnetizacién (H en rojo), caso contrario a los grupos metileno que
no tienen otros protones vecinales para que ocurra esta transferencia (Figura 42).
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Figura 42. Estructura quimica de la B-D-apiosa.

La posicién de los deméas atomos de carbono en la estructura de la apiosa se determind
con base en las correlaciones obtenidas en el experimento de HMBC. En este
experimento se observo la correlacion del protdbn anomérico a 64 6.22 (Api, H-1) con el
metileno a 6¢c 75.4 (C-4"") y el carbono tres de la glucosa a &c 81.8 (C-3’), de igual forma
el protén a 64 4.16 (Api, H-4) correlaciona con los carbonos a 8¢ 75.4 (C-4"") y 80.3 (C-
3"); por su parte el proton a 6n 4.32 (Api, H-3) el carbono a 8¢ 80.3 (C-3"") (Figura 43).
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Figura 43. Seccion del espectro HMBC donde se observan las correlaciones protén-

carbono en la unidad de 3-D-apiosa.

El experimento de HMBC Unicamente permitié establecer que el monosacarido apiosa
se encuentra enlazado al carbono tres de la glucosa ya que se observo la correlacion
entre el proton anomérico de la apiosa a ox 6.22 (Api, H-1) con el carbono tres de la
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glucosa a dc 81.8 (C-3’) (Figura 43), indicando la presencia de un enlace glicosidico
apiosa (1—C-3’) con la glucosa. Sin embargo, debido a la sobreposicion y complejidad
en las sefiales no fue posible determinar el sitio de union entre los azucares restantes y
la aglicona esteroidal. Para este fin se empled el experimento selectivo de
espectroscopia de efecto nuclear Overhauser de marco rotatorio (ROESY-1D, por sus
siglas en inglés), el cual consiste en irradiar la sefial correspondiente al protén anomeérico
de cada monosacarido y observar su efecto nuclear Overhauser (NOE, por sus siglas en
inglés) con el proton de una segunda unidad glicosidica.

En el caso del compuesto I, se irradiaron las sefiales a d4 6.11 (Ram I, H-1), 6.01 (Ram
Il, H-1) y 3.87 (Aglicona, H-3). En el espectro ROESY-1D se observo que la sefial a 6u
6.11 tiene interaccién espacial con los protones anoméricos a 6y 6.01 (Ram I, H-1) y
6.22 (Api, H-1), con el proton dos de su sistema de espin a 64 4.92 (Ram I, H-2) y con el

proton de la posicion dos de la glucosa a &y 4.19 (Glu, H-2), indicando la presencia de
un enlace glicésidico alfa 1—2 (Figura 44).

Aglicona

OH Glu
Ram | H-2
Ram | a
H-2 <
S I
@
<
I

64 63 62 61 60 59 58 57 56 55 54 5‘_3( 5‘_2) 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41
ppm
Figura 44. Subespectro obtenido en el experimento ROESY-1D donde se observa la

interaccion espacial entre el proton anomérico de Ram |y el H-2 de la glucosa.

De igual forma, se observé la interaccién espacial entre la sefial a é4 6.01 y el proton
anomérico de la ramnosa | a 4 6.11 (Ram |, H-1), asi como con el proton dos de su
sistema de espin a du 4.72 (Ram Il, H-2) y con el protén asignado a la posicion cuatro
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de la glucosa a 6 4.58 (Glu, H-4), lo que indica un enlace glicosidico alfa 1—4 (Figura
45).
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Figura 45. Subespectro obtenido en el experimento ROESY-1D donde se observa la
interaccion espacial entre el protén anomérico de Ram Il y el H-4 de la glucosa.

Este experimento también permitio determinar el sitio de unién entre la cadena de
azucares y la aglicona esteroidal, ya que se observé la interaccién entre el protén de la

posicion tres de la aglicona esteroidal a on 3.87 (H-3) con el proton anomérico de la
glucosa a 6x 4.98 (Glu, H-1) (Figura 46).
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Figura 46. Subespectro obtenido en el experimento ROESY-1D donde se observa la
interaccion espacial entre el proton anomérico de Glu y el H-3 de la aglicona esteroidal.
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Los datos anteriores junto con la revision de la literatura indican que el compuesto |l
corresponde a un nuevo glicoalcaloide esteriodal de tipo espirosolano. La estructura
quimica del compuesto Il fue establecida como (3, 22a, 25R)-espirosol-5-en-3-il O-a-
L-ramnopiranosil(1—2)-[3-D-apiofuranosil-(1—3)]-O-[a-L-ramnopiranosil-(1—4)]-B-D-
glucopiranosido (Figura 47).
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Figura 47. Estructura quimica del compuesto Il.

Este compuesto posee en su estructura un residuo de apiosa en la cadena de azucares,
el cual es un monosacarido poco comun en los glicésidos esteroidales aislados del
género Solanum. Sin embargo, en otras especies vegetales se han reportado glicésidos
esteroidales que poseen este monosacarido en su estructura, tal es el caso de la especie
Costus spicatus también conocido como jengibre cabeza de indio o “Cana no brejo” en
Brasil, esta especie vegetal perteneciente a la familia Costaceae se encuentra en los
bosques costeros humedos desde el sur de México, Yucatan y Costa Rica hasta el norte
de Colombia y Brasil.

A partir del extracto metandlico de los rizomas de C. spicatus se aislo el (33, 220,25R)-
26-(B-D-glucopiranosiloxi)-22-metoxifurost-5-en-3-il-O-D-apio-f-D-furanosil-(1—2)-O-[6-
desoxi-a-L-ramnopiranosil-(1—4)]-p-D-glucopiranésido, un glicésidos esteroidal de tipo
furostano (Figura 48). La caracterizacion estructural de este compuesto se realizé
mediante experimentos de RMN mono y bidimensionales, asi como espectrometria de
masas.*®
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Figura 48. Glicésido esteroidal de tipo furostano aislado de C. spicatus.

Compuesto Il

El compuesto Ill (4.1 mg) se obtuvo como un polvo blanco, con un rendimiento de
0.00082%. Este compuesto mostro un pico de ion molecular a 722 m/z [M+H]".

En el espectro de RMN-'H (Figura 49), se observan dos sefales simples a &y 0.89 (H-
18) y 0.93 (H-19), asi como dos sefiales dobles a 6+ 0.83 (H-27, J = 5.5 Hz) y 1.10 (H-
21, J = 7 Hz) correspondientes a los metilos del nucleo esteroidal, adicionalmente se
observa una sefial doble a 84 1.76 con J = 6.2 Hz atribuida al metilo del desoxiazucar
ramnosa. Asimismo, se observan sefales multiples entre 34 3.60 y 4.80, asignadas a
metinos y metilenos propios de azlcares; igualmente, se observaron una sefial maltiple
ancha a 64 5.33 y una sefial simple ancha a &4 5.93, que corresponden a un proton
olefinico (H-6) y al proton anomérico del desoxiazlicar ramnosa, respectivamente.
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Figura 49. Espectro de RMN-'H del compuesto I, determinado a 400 MHz en
piridina-ds donde se observan las sefiales caracteristicas de un glicésido esteroidal.

En el espectro de RMN-3C se identificaron 39 sefiales de atomos de carbono. Mediante
los experimentos DEPT 135° y DEPT 90° se determiné la presencia de 11 CH;, 19 CH,
cinco CH3 y cuatro carbonos cuaternarios (Figura 50). En el espectro de RMN-3C se
observan sefiales a 8¢ 121.6 y 140.7, correspondientes a los atomos de carbono de un
doble enlace (A®). También se observaron sefiales a 5¢c 102.9 y 103.1, pertenecientes a
los carbonos anoméricos de los azlcares presentes, glucosa y ramnosa,
respectivamente. Finalmente, la sefial a 8c 98.2 se asigné al atomo de carbono espiro
(C-22), este desplazamiento quimico indica la posible presencia de un atomo de
nitrégeno en el anillo F del ndcleo esteroidal. El resto de las sefiales se resume en la

Tabla 6.
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Figura 50. Espectro de RMN-3C, DEPT 135° y DEPT 90° del compuesto llI.
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Tabla 6. Datos de RMN de la aglicona del compuesto Il en piridina-ds.
Posicion H (5 en ppm, m, Jen Hz) a 3C (5 en ppm) a Mahato>' (5 en ppm)?

400 MHz 100 MHz
1 0.98,1.73 372 374
2 1.72,2.10 30.0 30.2
3 3.90 78.0 783
4 247,273 39.1 39.3
5 140.7 140.7
6 5.33 1216 121.7
7 1.48,1.87 32.1 323
8 156 314 325
9 0.91 50.1 50.3
10 36.9 37.0
11 145 21.0 212
12 1.13,1.74 39.9 40.1
13 40.4 406
14 1.09 56.5 56.7
15 1.47,2.05 30.8 316
16 4.44 78.7 78.7
17 178 63.3 63.5
18 0.89 (s) 16.3 16.5
19 0.93 (s) 19.2 19.4
20 1.99 414 418
21 1.10(d, 7) 155 15.6
22 98.2 98.3
23 175 34.4 34.6
24 1.49,2.06 32.3 31.1
25 1.66 314 316
26 2.79 4738 48.0
27 0.83 (d, 5.5) 19.6 19.7

a Medido en piridina-ds

Por medio del experimento HSQC, se pudieron realizar las asignaciones de los carbonos
anoméricos de los azucares presentes, especialmente el de glucosa ya que en el
espectro de RMN-'H, la sefial correspondiente al protén anomérico se encontraba
enmascarada por la sefal del agua en el disolvente.

Se determiné que los protones anoméricos a x4 4.99 (Glu H-1) y 5.93 (Ram H-1) se
encuentran enlazados a los carbonos a d¢c 102.9 (C-1’) y 103.1 (C-17), respectivamente.
Este experimento también permitié realizar la asignacion de la sefial a 64 5.33 atribuida
al protén H-6 de la aglicona esteroidal (Figura 51).
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Figura 51. Seccidn de espectro HSQC del compuesto lll, en el que se observa la
correlacion C-H de los protones anoméricos y el protén H-6.

Todo lo anterior sugiere que se trata de un glicoalcaloide esteroidal de tipo espirosolano,
el cual posee un doble enlace que, por su desplazamiento quimico caracteristico, se
encuentra situado entre las posiciones cinco y seis (A® espirosolano), ademas de
encontrarse unido a una cadena de azUcares conformada por dos monosacaridos
(Figura 52).

HO
0 Glu

HO OH
Ram
Figura 52. Glicoalcaloide esteroidal que posee un doble enlace en posicién A%y una

cadena conformada por dos unidades de azucar.
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Para confirmar la posicion de los diferentes grupos funcionales en la estructura se
empled el experimento bidimensional de HMBC, en el cual se observo que la sefial doble
a on 0.83 (H-27, J = 5.5 Hz) presenta correlacién con el metino a 6¢c 31.4 (C-25) y el
metileno a d¢c 47.8 (C-26); de igual forma la sefial doble a o4 1.10 (H-21, J = 7 Hz)
presentd correlacién con el carbono cuaternario a ¢ 98.2 (C-22) y los metinos a 6¢c 63.3
(C-17) y 41.4 (C-20) (Figura 53).
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Figura 53. Seccion del espectro HMBC donde se observan las correlaciones de H-21
y H-27 con los carbonos del nicleo esteroidal.

Por su parte, la sefial simple a 64 0.89 (H-18) presentd correlacion con el carbono
cuaternario a d¢c 40.4 (C-13) y con los metinos a 4c 56.5 (C-14) y 63.3 (C-17); mientras
qgue la sefal simple a &4 0.93 (H-19) presenté correlaciones con los carbonos
cuaternarios a 4¢c 140.7 (C-5) y 36.9 (C-10), asi como con el metino a ¢ 50.1 (C-9)
(Figura 54).
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Figura 54. Seccion del espectro HMBC donde (gg)observan las correlaciones de H-18
y H-19 con los carbonos del nicleo esteroidal.

La union de la aglicona con la cadena de azlcares se establecié de acuerdo con el
acoplamiento del protén anomérico de la unidad de glucosa (H-1 Glu a 84 4.99) con el
metino a d¢c 78.0 (C-3) del nucleo esteroidal, observado en el experimento HMBC (Figura
55). Finalmente, la unién entre los monosacaridos se establecié de acuerdo con la
correlacion del proton anomérico de la ramnosa (H-1 Ram a 8y 5.93) con el metino a 8¢
78.6 (C-4’) de la glucosa (Figura 56). La asignacion de los protones de cada uno de los
monosacaridos y sus respectivos carbonos se encuentra resumida en la Tabla 7.
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Figura 55. Seccion del espectro HMBC donde se observa la correlacion del protén
anomeérico de la glucosa con C-3.
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Figura 56. Seccion del espectro HMBC donde se observa la correlacion del protén
anomérico de la ramnosa con el C-4’ de la glucosa.
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Tabla 7. Datos de RMN para la cadena de azucares del compuesto Il en piridina-ds.
Posicion  'H (5 enppm,m,Jen  "3C (5 en ppm) Yang® 'H (5 en Yang® °C (3 en

Hz) ppm, m, J en Hz) ppm)?
Glucosa (1—C-3)
1 4.99 (d, 7.6) 102.9 494 (d, 7.7) 102.9
2 4.03 76.0 3.98 76.0
3 417 77.1 4.23 771
4 4.55 78.6 4.47 78.7
5 3.75 77.6 3.73 77.6
6 4.18,4.29 61.9 4.13,4.26 61.9
Ramnosa (1—C-4’)
1 5.93 (brs) 103.1 5.91 (brs) 103.1
2 4.74 73.1 4.71 73.1
3 4,63 73.3 4,58 73.2
4 4.39 74.4 4.35 74.4
5 5.07 70.8 5.05 70.8
6 1.76 (d, 6.2) 19.0 1.72 (d, 6.2) 19.0

Medido en piridina-ds

Los datos anteriores junto a la revisibn de la literatura permitieron identificar el
compuesto lll como kasianina (Figura 57), un glicoalcaloide esteroidal aislado por
primera vez en 1980 de la especie vegetal Solanum khasianum.®!

OH

HO
HO OH

Figura 57. Estructura quimica de la kasianina.
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En 2015 Arker y col.5? evaluaron la actividad citotdxica de la kasianina y otros alcaloides
esteroidales frente a dos lineas celulares sanas (NIH3T3 y Vero) y cuatro de cancer
humano (AGS, HT-29, MCF-7 y MDA-MB-231).

Los resultados indican que la kasianina s6lo muestra una débil actividad citotoxica sobre
las células MCF-7 (19.89 uM) en comparacion con los demés glicoalcaloides evaluados,
por tanto, la kasianina es un compuesto que presenta una muy baja actividad citotéxica,
lo cual puede deberse a la cantidad de monosacéridos que componen la cadena de
azucares, ya que de acuerdo con Chang y col.3, la cantidad de azlcares presentes en
los glicésidos esteroidales podria influir directamente en su capacidad para inducir la
apoptosis celular, esto debido a que a mayor nimero de azucares se modifican los
angulos diedros del enlace glicosidico, lo cual podria permitir una mayor interaccién con
los receptores esteroidales y consecuentemente activar la expresion de genes que
induzcan la apoptosis.

Compuesto IV

El compuesto IV (15.5 mg) se obtuvo como un polvo blanco, con un rendimiento de
0.0031%. Este compuesto mostr6 un pico de ion molecular a 868 m/z [M+H]".

En el espectro de RMN-!H (Figura 58) se pueden observar dos sefiales simples a
0.83 (H-18) y 1.05 (H-19), asi como cuatro sefiales dobles a &4 0.77 (H-27, J = 6.5 Hz),
1.47 (H-21,J=6.2 Hz), 1.65 (Ram Il H-6, J = 6.2 Hz) y 1.79 (Ram | H-6, J = 6.1 Hz), las
cuales corresponden a seis grupos metilo. También se observan diversas sefales entre
dn 3.60y 4.89, correspondientes a metinos y metilenos propios de azucares; igualmente,
se observa una sefial doble a 64 5.32 asignada a un proton olefinico. La sefial multiple a
dn 4.97, asi como las sefiales simples a é4 5.88 y 6.42 fueron atribuidas a protones
anomeéricos de tres azlcares. Estos datos sugieren la presencia de un nicleo esteroidal
que posee un doble enlace y esta unido a tres unidades de azcar.

69



H-1
Ram | ©
IS¢]
H-1 o
g_ Glu
© H-1
N~
o
<
H-6 |
o
]
[Te]
| H-3
o
«Q
™
R B S A 0 0 8
65 63 61 59 57 55 53 51 49 47 45 43 41 39 37 35 33 31 29 27

(ppm)

1.85 1.80 1.75 1.70 1.65 1.60 1.55 1.50 1.45 1.40 1.35 1.30 1.25 1.20 1.15 1.10 1.05 1.00 0.95 0.90 0.85 0.80 0.75
(ppm)

Figura 58. Espectro de RMN-'H del compuesto IV, determinado a 400 MHz en
piridina-ds donde se observan las sefiales caracteristicas de un glicosido esteroidal.

Los experimentos de prueba de protones unidos (APT, por sus siglas en inglés) y DEPT
90° indicaron la presencia de 45 sefales de atomos de carbono, de los cuales seis
corresponden a metilos, 11 a metilenos, 24 a metinos y cuatro a carbonos cuaternarios
(Figura 59). Las sefiales observadas a 6c 121.7 y 140.8 se asignaron a los atomos de
carbono de un doble enlace (A®). Asimismo, las sefiales obtenidas a 8¢ 100.3, 102.1 y
102.9 se atribuyeron a los carbonos anoméricos de los azlcares presentes. Finalmente,
la sefial a 6c 98.6 se asigné al atomo de carbono espiro (C-22), este desplazamiento

guimico indica la posible presencia de un atomo de nitrdgeno en el anillo F del nucleo
esteroidal. El resto de las sefiales se resume en la Tabla 8.
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Figura 59. Espectros de APT y DEPT 90° del compuesto IV.
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Tabla 8. Datos de RMN de la aglicona del compuesto IV en piridina-ds.
Posicion H(5enppm,m,Jen Hz) 13C (5 enppm)a Ghisalberti‘ 13C (5 en ppm)?

a 400 MHz 100 MHz
1 0.98,1.72 375 375
2 1.86, 2.08 30.1 30.2
3 3.89 78.0 78.1
4 2.77 38.9 39.0
5 140.8 140.8
6 5.32 121.7 121.8
7 1.84 324 324
8 153 317 317
9 0.86 50.1 50.4
10 37.1 372
11 1.41 21.0 21.1
12 1,06, 1.64 39.3 40.1
13 40.9 406
14 1,06 56.3 56.7
15 1.45,2.09 32.1 326
16 4.42 78.6 78.8
17 2.25 62.5 63.6
18 0.83 (s) 16.2 16.5
19 1.05 (s) 19.4 19.4
20 2.24 426 418
21 1.47 (d, 6) 15.7 15.7
22 99.0 98.3
23 1.83,2.06 337 34.7
24 162 295 31.0
25 2.09 29.4 316
26 2.96,3.28 46.6 48.1
27 0.7 (d, 6.6) 19.2 19.8

a Medido en piridina-ds

Por medio del experimento HSQC, se determiné que los protones anoméricos a dn 4.97
(Glu H-1), 6.42 (Ram | H-1) y 5.88 (Ram Il H-1) se encuentran enlazados a los carbonos
a 6c 100.3 (C-17), 102.1 (C-1") y 102.9 (C-1"") respectivamente. Este experimento
permitié determinar que el proton seis (H-6 a o4 5.32) del nucleo esteroidal se encuentra
directamente enlazado al carbono a ¢ 121.7 (C-6) (Figura 60).
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Figura 60. Seccion de espectro HSQC del compuesto |V, en el que se observa
la correlacion C—H de los protones anoméricos y el protén H-6.

Todo lo anterior sugiere que se trata de un glicoalcaloide esteroidal de tipo espirosolano,
el cual posee un doble enlace que, por su desplazamiento quimico caracteristico, se
encuentra situado entre las posiciones cinco y seis (A° espirosolano), ademas de
encontrarse unido a una cadena de azlcares conformada por tres monosacaridos
(Figura 61).

OH
0
9 4o
Gl ©
u
0
HO o
HO OH OH
Ram Il
OH
HO
Ram |

Figura 61. Glicoalcaloide esteroidal que posee un doble enlace en posicién A®y una
cadena oligosacarida conformada por tres azlcares.
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Para confirmar la posicion de los diferentes grupos funcionales en la estructura se
empled el experimento bidimensional de HMBC, en el cual se observé que la sefial doble
a oy 0.77 (H-27) presenta correlacion con el metino a d¢c 29.1 (C-25) y el metileno a ¢
46.2 (C-26) (Figura 62); de igual forma, la sefial doble a 6n 1.47 (H-21) presentd
correlacion con el carbono cuaternario a 8¢ 98.6 (C-22) y los metinos a 8¢ 62.5 (C-17) y

42.2 (C-20) (Figura 63).
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Figura 62. Seccién del espectro HMBC donde se observan las correlaciones de H-27

con los carbonos C-25y C-26.
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Figura 63. Seccion del espectro HMBC donde se observan las correlaciones de H-21

con los carbonos C-17, C-20 y C-22.
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Por su parte, la sefial simple a 64 0.83 (H-18) presentd correlacion con el carbono
cuaternario a 6¢ 40.9 (C-13) y con los metinos a 6c 56.3 (C-14) y 62.5 (C-17); mientras
que la sefial simple a &4 1.05 (H-19) presenté correlaciones con los carbonos
cuaternarios a d¢c 140.8 (C-5) y 37.1 (C-10), asi como con el metino a 6¢c 50.1 (C-9)
(Figura 64).
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Figura 64. Seccion del espectro HMBC donde se observan las correlaciones de H-18 y
H-19 con los carbonos del nucleo esteroidal.

Nuevamente, debido al solapamiento de las sefiales correspondientes a la cadena de
azucares en el espectro de RMN-H se emple6 el experimento selectivo TOCSY-1D para
la asignacion de los protones de cada monosacarido de la cadena de azlcar. En el caso
del compuesto IV, se llevaron a cabo irradiaciones a los protones anomeéricos de cada
unidad de ramnosa, siendo éstas a las sefiales a 64 6.42 (Ram |, H-1) y 5.88 (Ram I, H-
1). En el caso de la glucosa, la sefial correspondiente al protdn anomérico se encontraba
solapada, por lo que se irradi6 el protdn de la posicidn cinco, cuya sefial aparece a 6u
3.67 (Glu, H-5).

Para cada sistema de espines conformado por cada unidad monosacarida, se usaron
tiempos de mezclado de 20, 40, 60, 80, 100 y 120 milisegundos. Al finalizar este proceso,
se obtuvo el sistema de espines para cada unidad de azucar (Figura 65). La asignacion
de los protones de cada uno de los monosacaridos y sus respectivos carbonos se
encuentra resumida en la Tabla 9.

75



Glu

Ram |

Ram I

JIN A Mo

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
66 64 62 60 58 56 54 52 50 48 46 44 42 40 38 36 34 32 30 28 26 24 22 20 18 16 1.4
(ppm)

Figura 65. Subespectros obtenidos en el experimento TOCSY-1D de cada uno de los
sistemas de espin correspondientes a los azUcares del compuesto IV.



Tabla 9. Datos de RMN para la cadena de azUcares del compuesto |V en piridina-ds,

Posicion  'H(Senppm,m,J BC(5enppm)a Yang’(s en ppm, Ghisalberti‘
en Hz) a 400 MHz 100 MHz m, J en Hz) 13C (5 en ppm)?
Glucosa (1—C-3)
1 4.97 (m) 100.3 4,90 (d, 7.1) 100.3
2 4.24 77.8 4.20 77.8
3 4.24 78.0 4.20 78.0
4 442 78.6 4.39 78.7
5 3.67 76.9 3.62 76.9
6 412,423 61.3 4.13,4.26 61.3
Ramnosa | (1—C2')
1 6.42 (brs) 102.1 6.39 (brs) 102.0
2 4.85 72.5 4.82 72.5
3 4.65 72.9 461 72.7
4 4.37 73.9 4.32 73.9
5 4.95 70.4 4.94 69.5
6 1.79(d, 6.2) 18.6 1.74 (d, 6.2) 18.6
Ramnosa Il (1—C4)

1 5.88 (brs) 102.9 5.85 (brs) 102.9
2 4.71 72.6 4.82 72.8
3 4.57 72.8 4.53 72.5
4 4.38 74.1 4.32 74.1

5 4.98 69.5 4.94 70.4

6 1.65 (d, 6.2) 18.5 1.62 (d, 6.2) 18.5

Medido en piridina-ds

Los sitios de ramificacion en la cadena de azUcares, asi como su unién con la aglicona
esteroidal, no pudieron determinarse mediante los experimentos bidimensionales
convencionales, por lo que para este fin se empled el experimento selectivo ROESY-1D.

En el caso del compuesto IV, se irradiaron las sefiales a 61 6.42 (Ram |, H-1), 5.88 (Ram
II, H-1) y 3.89 (H-3). En el espectro ROESY-1D se observé que la sefial a 84 6.42 tiene
una interaccion espacial con el proton dos de su sistema de espines a &4 4.85 (Ram |,
H-2) y con el proton de la posicidon dos de la glucosa a 8w 4.24 (Glu, H-2), lo que indica
un enlace glicésidico alfa 1—2 (Figura 66). De igual forma, se observé la interaccion
entre la sefial a o4 5.88 y el protén dos de su sistema de espines a 6x 4.71 (Ram I, H-
2), asi como con el protén asignado a la posicién cuatro de la glucosa a &y 4.42 (Glu, H-
4), lo que indica un enlace glicésidico alfa 1—4 (Figura 67).
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Figura 66. Subespectro obtenido en el experimento ROESY-1D donde se observa la

interaccion espacial entre el proton anomérico de Ram |y el H-2 de la glucosa.
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Figura 67. Subespectro obtenido en el experimento ROESY-1D donde se observa la
interaccion espacial entre el proton anomérico de Ram Il y el H-4 de la glucosa.

Este experimento también permiti6 determinar el sitio de unién entre la cadena de
azucares y la aglicona esteroidal, ya que se observo la interaccion entre el proton de la
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posicion tres de la aglicona esteroidal a 64 3.89 (H-3) con el protén anomérico de la
glucosa a 6n 4.97 (Glu, H-1) (Figura 68).
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Figura 68. Subespectro obtenido en el expep?lmento ROESY-1D donde se observa la
interaccion espacial entre el proton anomérico de Ram Il y el H-4 de la glucosa.

Los datos anteriores, ademas de la revision de la literatura permitieron identificar el
compuesto IV como solamargina (Figura 69), un glicoalcaloide esteroidal aislado por
primera vez en 1952 de la especie vegetal Solanum marginatum.>* Diversos estudios
indican que la solamargina posee una gran actividad antiproliferativa sobre muchas
células tumorales humanas tales como: células de colon, préstata, mama, pulmén e
higado.
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Figura 69. Estructura quimica de la solamargina.
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En 2007, Shiu y col.®® evaluaron la actividad citotéxica de la solamargina y de cinco
agentes quimioterapéuticos (cisplatino, metotrexato, 5-fluorouracilo, epirubicina vy
ciclofosfamida) frente a tres lineas celulares de cancer de mama humano (HLB-100, ZR-
75-1 y SK-BR-3). Los resultados demostraron que la solamargina posee una mayor
actividad citotoxica en comparacidbn con los agentes quimioterapéuticos. Las
concentraciones inhibitotias medias (ICso) de solamargina que causan el 50% de muerte
celular fueron 2.07, 3.00 y 2.15 uM para las células HLB-100, ZR-75-1 y SK-BR-R,
respectivamente. Por el contrario, la ICso de los agentes quimioterapéuticos excede los
200 uM para todas las lineas celulares.

Estos resultados indican que la solamargina podria constituir una alternativa terapéutica
para el tratamiento del cancer de mama, enfermedad que representa la segunda causa
principal de muerte por cancer en las mujeres y que segun la Sociedad Americana del
Cancer para 2020 se diagnosticaran alrededor de 276,480 nuevos casos de cancer de
seno invasivo.%®
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CONCLUSIONES

Se aislaron y purificaron las saponinas esteroidales presentes en las raices de Solanum
erianthum D. Don por cromatografia en columna y CLAE mediante el establecimiento de
las condiciones cromatograficas 6ptimas para la separacion de los compuestos.

Se establecieron de manera inequivoca las estructuras quimicas de las saponinas
esteroidales aisladas mediante experimentos de RMN monodimensionales (RMN-!H,
RMN-BC, APT) y bidimensionales, tanto homonucleares (COSY, TOCSY) como
heteronucleares (HSQC, HMBC, HSQC-TOCSY) y experimentos selectivos (TOCSY-
1D, ROESY-1D), asi como por espectrometria de masas.

Se obtuvieron dos glicoalcaloides esteroidales y un glicosido esteroidal, los cuales fueron
identificados como kasianina, solamargina y prosapogenina B de la dioscina,
respectivamente; los glicoalcaloides esteroidales han sido previamente reportados en la
familia Solanaceae. Sin embargo, este estudio representa el primer reporte del
aislamiento de la prosapogenina B de la dioscina en el género Solanum. Asi mismo, se
obtuvo un glicoalcaloide esteroidal no descrito en la literatura cuya estructura se
estableci6 como (3B, 22a, 25R)-espirosol-5-en-3-il-O-a-L-ramnopiranosil(1—2)-[3-D-
apiofuranosil-(1—3)]-O-[a-L-ramnopiranosil-(1—4)]-B-D-glucopiranésido.

El aislamiento de cuatro saponinas esteroidales de las raices de Solanum erianthum D.
Don confirma que estas son productoras de glicésidos y glicoalcaloides esteroidales.
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