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RESUMEN

Las especies del género Maytenus (Celastracea) son conocidas por producir una amplia
diversidad de compuestos bioactivos. En la actualidad el género se encuentra
ampliamente distribuido en el continente americano desde el sureste de Estados Unidos
hasta el archipiélago Tierra del Fuego en América del sur. En México habitan seis
especies de este género y la especie Maytenus phyllanthoides es comun encontrarla en
la regién peninsular. Es importante mencionar que esta especie ha sido poco estudiada
desde el punto de vista fitoquimico, por lo que el presente trabajo se enfocé en el
aislamiento y caracterizacion de metabolitos presentes en el extracto de hexano-éter
etilico (Et,0O) de la raiz de dicha especie.

El extracto se fraccion6 en una columna empacada con Sephadex™ LH-20, las
fracciones obtenidas se separaron en repetidas cromatografias en columna usando
como fases estacionarias gel de silice con nimero de particula 230-400 y 2-25 um. Los
compuestos se purificaron por medio de cromatografia en capa delgada preparativa
(CCDP) y cromatografia de liquidos de alta eficiencia (CLAE). A partir de estos analisis,
se aislaron: gutapercha, nueve triterpenos identificados como: olean-9(11):12-dien-3f-
ol, 21a-hidroxifriedelan-3-ona, canofilol, 29a-hidroxifriedelan-3-ona, acido ortosfénico,
21B-cafeoiloxifriedelan-3-ona, 29a-cafeoiloxifriedelan-3-ona, 21B-cafeoiloxi-3-
hidroxifriedelan-3-en-2-ona y 22a-cafeoiloxi-3B-hidroxifriedelan-6-ona, siendo los cuatro
altimos nuevos en la literatura quimica, siete celastroloides, cuatro de tipo triterpeno
metilénquinona: Tingenona, escutiona, 20a-hidroxiescutiona y 22p-hidroxiescutiona, y
tres triterpeno fendlicos: 22B-hidroxi-6,23-dioxotingenol, (2R,12bS,14aS,8R)-10,11-
dihidroxi-2,6,9,12b,14a-parametil-8-(2-oxopropil)-1,2,3,4,4a,5,8,12b,13,14,14a,14b-
dodecahidropiceno-2-carboxilato de metilo y (2R,6aS,8R,12bR,14aS)-10,11-dihidroxi-
2,6a,9,12b,14a-parametil-8-(2-oxopropil)-1,2, 3,4,4a,5,6,6a,8,12b,13,14,14a,14b-tetra-
hidropropiceno-2-carboxilato de metilo, de los cuales, los dos Ultimos resultaron ser
nuevos en la literatura.

Las estructuras de los compuestos aislados se establecieron basados en sus datos
espectroscopicos, principalmente resonancia magnética nuclear (RMN) incluyendo
correlaciones homonucleares (RMN-!H, RMN-3C, COSY H-'H, NOESY) vy
heteronucleares (HSQC, HMBC).






ABSTRACT

The genus Maytenus species (Celastracea) are known to produce a wide variety of
bioactive compounds. Actually, the genus is widely distributed in the American continent
from de southeastern United States to the “tierra del fuego” archipelago in South America.
There are records that in Mexico inhabit six species of this genus and the Maytenus
phyllanthoides species is common to find it in the region. It is important to mention that
this species has been little studied from the chemical point of view, so, the present work
focused in the isolation and characterization of secondary metabolites from the roots of
Maytenus phyllanthoides from a medium polarity extract.

The extract, was fractioned in a column on Sephadex™ LH-20, the resulting fractions,
were separated in repeated column chromatography on silica gel 230-400 and 2-25 um.
The compounds were purified by preparative thin-layer chromatography and high-
performance liquid chromatography (HPLC). From these analysis were isolated: gutta-
percha, nine triterpenes identified as oleana-9(11):12-dien-33-ol, 21a-hydroxyfriedelan-
3-one, canophyllol,  29a-hydroxyfriedelan-3-one,  orthosphenic  acid, 21B-
caffeoyloxyfriedelan-3-one, 29a-caffeoyloxyfriedelan-3-one, 21[3-caffeolyxy-3-
hydroxyfriedelan-3-en-2-one and 22a-caffeoyloxy-3p-hydroxyfriedelan-6-one, of which,
the last four triterpenes are new for the chemistry literature; seven celastroloids, four
quinomethide ftriterpenes tingenone, scutione, 20a-hydroxyscutione and 22f3-
hydroxyscutione, and three phenolic triterpenes 22(3-hydroxy-6,23-dioxotingenol, methyl
(2R,8R,12bS,14aS)-10,11-dihydroxy-2,6,9,12b,14a-pentamethyl-8-(2-oxopropyl) 1,2,3,
4,4a,5,8,12b,13,14,14a,14b-dodecahydropicene-2-carboxylate and methyl
(2R,6aS,8R,12bR,14aS)-10,11-dihydroxy-2,6a,9,12b,14a-pentamethyl-8-(2-oxopropyl)-
1,2,3,4,4a,5,6,6a,8,12b,13,14,14a,14b-tetradecahydropi cene-2-carboxylate, the last
two turned out to be new.

The structures of isolated compounds were established from their spectroscopic data,
mainly, Nuclear Magnetic Resonance (NMR), including homonuclear (RMN-'H, RMN-
13C, COSY 'H-'H, NOESY) and heteronuclear correlations (HSQC, HMBC).
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INTRODUCCION

Las plantas, son una fuente importante en el descubrimiento de nuevos productos para
el desarrollo de nuevos farmacos y nuevos agentes agroquimicos, estos estudios toman
como base la fitoquimica, la cual, comprende el andlisis de los productos naturales de
origen vegetal, por medio de métodos de extraccion, aislamiento y purificacién.>? Los
productos aislados a menudo son conocidos como metabolitos secundarios, éstos han
sido estudiados en los ultimos 50 afios, y son conocidos por jugar un rol en la adaptacion
de las plantas con su entorno, pero también, por presentar una fuente importante de
productos activos.® Las celastraceas, son una familia extensa que comprende alrededor
de 106 géneros con aproximadamente 1,265 especies distribuidas en regiones tropicales
y subtropicales, incluyendo el norte de Africa, sur de América y este de Asia. Entre los
principales componentes quimicos que han sido aislados de esta familia se encuentran
los triterpenos pentaciclicos, generalmente de la serie de los friedelanos, oleananos,
lupanos y ursanos, de los cuales, destacan los sustituidos por ésteres y
metiléquinonas.*®

El género Maytenus, pertenece a la familia Celastracea y ha sido ampliamente estudiado
debido a la gran cantidad y variedad de compuestos aislados de sus especies, entre los
que se encuentran sesquiterpenos, triterpenos friedonoroleananos, alcaloides
sesquiterpénicos, flavonoides, taninos y acidos fendlicos. La especie M. phyllanthoides,
se encuentra distribuida en México con presencia en la peninsula de Yucatan y ha sido
empleada en medicina tradicional para tratar padecimientos, tales como dolor de brazos
y piernas causados por reumas, disenteria, y dolor de muelas, asi como problemas de
rifiones y dolor de garganta.” La especie cuenta con un estudio realizado a las hojas a
partir de un extracto diclorométanico pero no cuenta con reportes en estudios
fitoquimicos realizados a la raiz, es por eso que se propone el estudio con el fin de
contribuir al conocimiento quimico de la especie.






ANTECEDENTES

Familia Celastracea

La familia Celastracea consiste de aproximadamente 106 géneros con 1,265 especies,
las cuales radican en climas tropicales y subtropicales, son encontradas en la regién del
centro y sur de América y este de Africa y Asia (Figura 1).8°
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Figura 1. Distribucion de la familia Celastracea en el mundo.*°

Las especies de la familia Celastracea, crecen como arboles pequefios y arbustos o
lianas, ademas, poseen tallos y hojas resinosas y a través del tiempo, han sido
estudiadas en funcién de su uso en la medicina tradicional, ademas, investigaciones
farmacéuticas y clinicas han demostrado que los extractos de las especies de esta
familia poseen actividades sedantes, estimulantes, eméticas, purgantes, antitumorales,
antibacterianas, antileucémicas entre otras.!

Una variedad de metabolitos secundarios fueron aislados en los ultimos 30 afios de esta
familia, entre los que destacan sesquiterpenos oxigenados de esqueletos dihidro-f3-
agarofurano y tritepenos de los cuales predominan los esqueletos de tipo lupano,
oleanano y friedelano en estos Ultimos se incluyen las metilénquinonas triterpénicas,
compuestos considerados marcadores quimiotaxonémicos de esta familia.®

Entre los géneros mas importantes y representativos de la familia Celastracea en la
region peninsular Yucateca se encuentran: Crossopetalum, Elaeodendron, Schaefferia,
Wimmeria y Maytenus.*?



Metabolitos secundarios presentes en la familia Celastracea

Sesquiterpenos

Los sesquiterpenos encontrados en la familia Celastracea son del tipo dihidro-3-
agarofurano, una clase de moléculas basadas en un esqueleto con un nucleo de 15
atomos de carbono 5,11-epoxi-58, 10a-eudesman-4-(14)-eno. El esqueleto se encuentra
1,3-diaxialmente fusionado, con un anillo C, constituido por un tetrahidrofurano. Las
Celastraceas, son la mayor fuente de compuestos dihidro-B-agarofuranos los cuales
exhiben un amplio espectro de actividades biol6gicas tales como neuroprotectoras,
citotoxicas y antiinflamatorias. Ejemplos de compuestos de tipo sesquiterpeno que han
sido aislados de la familia Celastracea, se ilustran en la Tabla 1.1314

Tabla 1. Sesquiterpenos aislados de la Familia Celastracea.

Compuesto Especie Estructura quimica

Celangulina Celastrus angulatus OAc

Triptofordina F-2 Tripterygium wilfordii
3-deoxi-maytol Maytenus cuzconia
43,14-dihidroxi-celapanol Crossopetalum tonduzzi




Diterpenos

Los diterpenos forman un gran numero de diversas clases de estructuras quimicas
derivadas de cuatro unidades de isopreno y los caracteristicos son los de tipo abietano,
aislados principalmente del género Tripterygium entre ellos neotriptonoterpeno,
metilneotriptonoterpeno y 12-metoxitriptonoterpeno.>16

R R1 R2
Neotriptonoterpeno OH OCHzs
Metilneotriptonoterpeno OCHs3 OCHzs
12-metoxitriptonoterpeno OCHs3 OH

Triterpenos

Los triterpenos contienen 30 atomos de carbono y son compuestos naturales que se
constituyen a partir de seis unidades de isopreno, se encuentran ampliamente
distribuidos en el reino vegetal y existen en una amplia variedad de estructuras con cerca
de 200 diferentes tipos de esqueletos conocidos de fuentes naturales o reacciones
enzimaticas, también se dividen de acuerdo al nimero de anillos presentes, como
aciclicos, tetraciclicos y pentanciclicos los cuéles, son encontrados cominmente.’: 18

Los triterpenoides poseen una quimica y farmacologia diversa, los esqueletos
pentaciclicos estan basados en el esqueleto bacarano, el cual sufre una serie de
modificaciones para producir grupos de triterpenos pentaciclicos como lo son: baurano,
friedelano, glutinano, lupano, multiflorano, oleanano, paquisanano, taraxerano,
taraxestano y ursano. (Figura 2).1819



Friedelano

Oleanano

24
23

Paquisanano Taraxerano Taraxasteno

Figura 2. Diversidad esqueletal de los triterpenos derivados del bacarano.

Los triterpenos forman un grupo amplio de compuestos aislados en la familia
Celastracea, principalmente los de tipo celastroloides, de los cuales se hablara en el
siguiente apartado. De igual manera, se han aislado otros con diferentes estructuras



quimicas tales como friedelano, oleanano, lupano y ursano, ejemplos de esto son las
estructuras aisladas del género Salacia entre las cuales destacan: 2-0x0-20(29)-lupen-
3B-ol, salicinina B y 2B,3B-dihidroxilup-20(29)-eno.?°

]

R1 R
R 2-0x0-20(29)-lupen-3g-ol =0 CHs
2
R Salicinina B =0 CH.OH

2B,3B-dihidroxilup-20(29)-eno B-OH CHs

Celastroloides

Los celastroloides son metabolitos secundarios restringidos a la familia Celastracea, y
abarcan compuestos de tipo triterpeno metilénquinona y sus derivados. Estos
compuestos han mostrado una amplia variedad de actividades biolégicas tales como
antitumorales, antimicrobianas, antibidticas, entre otras.?%:2223

En general, los celastroloides incorporan el esqueleto 24-nor-D: A-friedo-oleanano
(Figura 3) y contiene funcionalidades en las posiciones C2 y C3.%%

Figura 3. Nucleo base de los celastroloides.

Los triterpeno metilénquinona poseen sitios de oxidacidon especialmente en posiciones
C2y C3, donde es comun encontrarlos sustituidos por cetonas y grupos hidroxilo (-OH).
Otros sitios de oxidacion conocidos del sistema metilenquindnico son C6 y C7. Oxidacion
en C6 origina la clase de nor-triterpenoides 6-oxofendlicos, mientras que oxidacion en
C7 produce 7-oxometilénquinonas. Triterpenos metilénquinonas con una insaturacion
adicional en C9(11) o C14(15) contienen un rearreglo de grupo metilo y son clasificados
como 9(11)-ene y 14(15)-ene-metilénquinonas respectivamente.?



El sitio mas comun de oxidacién fuera del sistema metilenquindnico es C29, este grupo
metilo se encuentra frecuentemente oxidado a un &cido carboxilico o sus derivados
ésteres, una susbsecuente descarboxilacion origina 29-nor anélogos y también son
comunes. Todas las posibles transformaciones a partir del ndcleo base triterpeno
metilénquinona lleva a una diversa clase de celastroloides (Figura 4).%*

Triterpeno Triterpeno Triterpeno
metilénquinona fendlico 6-oxofendlico

Triterpeno Triterpeno Triterpeno
7-oxometilénquinona 14(15)-enemetilénquinona 9(11)-enemetilénquinona

Figura 4. Diversidad esqueletal de los celastroloides.

Algunas técnicas de separacidbn de celastroloides estan basadas en métodos
convencionales tales como columnas empacadas con gel de silice o Sephadex™ LH-20
y en métodos andliticos como CLAE. Esta ultima técnica ha sido utilizada para la
cuantificacién de celastroloides un ejemplo, es un estudio realizado en diferentes
extractos de Maytenus chiapensis en donde utilizaron una columna en fase reversa y un
sistema de disolventes de H,O con 0.4% de CH:0O- (v/v) y metanol (MeOH). El estudio
revel6 que la especie M. chiapensis es una fuente rica en pristimerina y tingenona dos
componentes con gran potencial en el desarrollo de farmacos.?*

En otro estudio a la especie Maytenus ilicifolia, se emple6 CLAE para la purificacion y
cuantificacion de maytenina (tingenona) y 22f-hidroximaytenina. Para el analisis se
emple6 una columna C18 y una mezcla isocratica de disolventes de acetonitrilo
(ACN):H20 85:15 con 0.1% de &cido acético (CHsCOOH), bajo un flujo de 1mL/min. El
detector empleado fue de UV a 420 nm. Los resultados arrojados en el andlisis fue que
maytenina se encuentra en mayor proporcion que 22B-hidroximaytenina.®



22B-hidroximaytenina

Género Maytenus

El género Maytenus, agrupa aproximadamente 225 especies, los cuales se distribuyen
a lo largo de América Central, Sureste de Asia, Micronesia, Australia y especificamente
en los siguientes paises: China, Paraguay, Brasil, Argentina, Uruguay y México (Figura
5).26, 27

Son arboles o arbustos que llegan a medir de 1 a 9 m de alto, sus extractos son
ampliamente usados en la medicina popular como agentes antitumorales, antiasmaticos,
analgésicos y antimicrobianos. Crecen en una variedad de climas desde climas
tropicales a subpolares.?®

Figura 5. Distribucién del género Maytenus en América.?®

Es uno de los géneros mas representativos de la familia Celastracea y los compuestos
aislados pertenecen a las siguientes clases de metabolitos secundarios: alcaloides
sesquiterpénicos, triterpenos metilenquinonas y también se han aislado compuestos en



forma de dimeros o trimeros. Los alcaloides tipicamente se encuentran en las hojas,
mientras que los triterpenos generalmente son extraidos de la raiz.%% 3t

Los tritepernos metilenquinonas son conocidos por sus actividades antitumorales y son
abundantes en este género, de los que se partieron como base para la preparacion de
analogos en estudios de estructura-actividad.®? A su vez, son de interés debido a sus
actividades citotoxicas y antibiéticas?

Estudios quimicos al género Maytenus

Como se menciond anteriormente, los estudios en el género Maytenus han sido diversos
debido a la gran variedad de especies y sobre todo de metabolitos secundarios aislados,
entre los que destacan en su mayoria triterpenos de la serie de los friedelanos y algunos
celastroloides Un ejemplo de esto es un estudio realizado al extracto metandlico de la
corteza de raiz de la especie Maytenus senegalensis que permitid el aislamiento del
compuesto acido 3-oxo-friedelan-20a-oico 0 acido maytenédnico, el cual, tras unas
pruebas antibacteriales frente a Escherichia coli mostré inhibir el crecimiento bacterial
(98 pg/ mL) a pesar de que su actividad resultdé ser menor al estandar utilizado neomicina
(0.39 pg/ mL).3*

COOCH

Acido maytenénico

Los acidos maytenfdlico y 3a-oxofriedelano-20a-carboxilico se aislaron de la corteza de
tallo de M. heterophylla a partir de un extracto etandlico. La actividad antimicrobiana de
estos compuestos fue puesta a prueba contra bacterias, el &cido maytenfélico inhibio el
crecimiento de Staphylococcus aureus y Pseudomonas aeruginosa a una MIC
(Concentracién minima inhibitoria) de 12.5 ug/mL; el friedelano acido fue menos activo
en contra de estos organismos con valores MIC de 12.5-50 pg/ mL.*®
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COOH

“'OH

Acido maytenfolico Ac. 3a-oxofriedelano-20a-carboxilico

La presencia de compuestos provenientes de la conjuncién de dos rutas biogenéticas
también ha sido reportada en especies del género, ejemplo de estos son triterpenos
sustituidos por el éster del acido cafeico, en donde el producto, es resultado de la
combinacién de la ruta del shikimato y mevalonato. Como ejemplos de aislamientos de
este tipo de compuestos, se reportd en la especie M. chiapensis, de donde se aislaron
betulina y su derivado cafeato de 3-betulina. La actividad anti-inflamatoria fue evaluada
en el estudio, determinandose que betulina present6é un 50.1 + 3.0 % de inhibicion para
NO y para PGE; 47.7 + 4.3. Para cafeato de 3-betulina, se observaron 9.3 + 3.2y 52.1
+ 2.6 % de inhibicién para NO y PGE: respectivamente.®®

HO
“ OH

Betulina Cafeato de 3-betulina

En la especie M. ilicifolia se report6 el aislamiento de cuatro nuevos triterpenos a partir
de la particion de las hojas con AcOEt, los cuales se nombraron como maytefolina A,
maytefolina B, maytefolina C y un triterpeno ursano sustituido por una unidad cafeoiloxi
llamado cafeato de 3-uvaol, estos compuestos se evaluaron en contra de células de
carcinoma epidermoide, sin embargo, no mostraron actividad significativa.?”
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Maytefolina A Maytefolina B

OH

o) HO
OH

Maytefolina C Cafeato de 3-uvaol

La presencia de celastroloides es marcada en el género Maytenus y es muy comun
encontrarlos en los extractos realizados a las raices de sus especies. En un estudio de
los extractos de raiz de M. vitis-idaea y M. spinosa, se aislaron pristimerina, 15-
dehidropristimerina, 20a-hidroxicustisona, un bis-notriterpenoide y 15a-hidroxitingenona,
que como su nombre lo indica, es un derivado del compuesto tingenona, con un grupo
hidroxilo adicional.®®

Pristimerina 15-dehidropristimerina
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20a-hidroxicustisona 15a-hidroxitingenona

Los compuestos anteriormente descritos, resultaron ser activos contra células
cancerigenas WiDr (colon) con valores TGl de 4.5, 3.2y 2.6 uM respectivamente y contra
células cancerigenas HelLa (cérvix) con valores TGl de 4.2, 3.1 y 3.1 uM
respectivamente. 8

De la especie M. amazonica se aislaron por primera vez cinco compuestos
celastroloides, dos presentaron un ndcleo triterpeno metilénquinona llamados
amazoquinona y (7S, 8S)-7-hidroxi-7,8-dihidrotingenona y tres compuestos triterpeno
norfendlico nombrados 7,8-dihidro-6-oxotingenol, 23-nor-6-oxotingenol y 23-0x0-iso-
tingenona. Los compuestos se probaron contra células cancerigenas, mostrando baja
actividad.®®

. o 7,8-dihidro-6- R=Me;
Amazoquinona  Ri=Rz=0 oxotingenol 7,8-dihidro
(7S,  8S)-7-hidroxi- R:1=OH,; 23-nor-6-oxotingenol R=H

7,8-dihidrotingenona R.=H

23-oxo0-iso-tingenona

Los acidos 3-metoxi-6-oxotingenol-23-oico, 6-0xo-7,8-dihidropristimirol-23-oico y 23-nor-
blefarodol, se aislaron del extracto cloroférmico de la corteza de raiz de M. retusa. Para
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este estudio, los compuestos se reportaron como nuevos para la literatura quimica y no
fue probada alguna actividad biolégica.*

Acido 3-metoxi-6-oxotingenol-23-oico

0]
Ly

Acido 6-ox0-7,8-dihidropristimirol-23-oico

o]
Ly

HO

HO

o)

23-nor-blefarodol

Maytenus phyllanthoides Benth

e Plantas (Reino plantae)
e Plantas vasculares (Subreino Tracheophyta)
¢ Clase Equisetopsida
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e Orden Celastrales

¢ Familia Celastraceae

o Género Maytenus

e Especie Maytenus phyllanthoides Benth

La especie M. phyllanthoides, conocida cominmente como “Mangle dulce” (Figura 6),
es una planta que consiste a menudo de arbustos o arboles pequefios que llegan a medir
de 4 a 6 m de alto. Posee ramificaciones densas y quebradizas, con corteza lisa y gris.
Tiene hojas de color verde que miden de 2-6 por 1-3.5 cm, de tipo cuerosas y
semisuculentas, ovaladas y flores de color verde a amarillo en solitario o en pequefios
racimos axilares entre las hojas. La especie puede encontrarse en dunas costeras de
climas tropicales. 4

Figura 6. a) M. phyllanthoides Benth, b) hojas y c) flores.?°

En la peninsula de Yucatan, se encuentra distribuida en la zona costera (Figura 7) y en
el resto del pais se puede encontrar en Baja California, Baja California Sur, Hidalgo,
Puebla, Querétaro, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora y Tamaulipas.!?

Figura 7. Distribucién de M. phyllanthoides en la peninsula de Yucatan.*?

En el siglo XVI, se utilizaba la decoccion de la madera de M. phyllanthoides para tratar
las cataratas de los ojos al igual que para las hinchazones de la lengua. La decoccion
de la corteza la empleaban para la cura de la diarrea en nifios.’

Debido a los usos en la medicina tradicional, la especie fue de interés para un estudio
realizado a las hojas a partir del extracto metandlico, el cual fue sometido a una particion
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con acetato de etilo (AcOEt). Posteriormente se fracciond por procesos cromatogréficos,
se aislé e identific6 el compuesto (+)-lioniresinol, cuya actividad en contra de
Trichomonas vaginalis correspondié a un ICso 17.57 uM. Este compuesto, se reportd por
primera vez en el género Maytenus y por segunda vez en la familia Celastracea ya que,
previamente habia sido reportado de la especie Salacia chinensis.#?

MeO

HO

MeO OMe
OH

(+)-Lioniresinol

A partir de la fraccién de diclorometano (CH2Cl,), obtenido de la particion se aislaron los
triterpenos pentaciclicos, a-amirina, f-amirina, lupeol, acido oleandlico y 33-hidroxi-urs-
11-en-28,13B-dlida. Siendo el primer reporte del compuesto B-lactona en la familia de
las Celastraceas. #

o-amirina B-amirina

Acido oleanélico
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3B-hidroxi-urs-11-en-28,13B-6lida
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HIPOTESIS

El estudio fitoquimico de la raiz de Maytenus phyllanthoides, revelard compuestos de
tipo triterpeno, especificamente friedelanos y algunos celastroloides, los cuales, han sido
ampliamente reportados en estudios anteriores referentes a la raiz de especies del
género Maytenus.
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JUSTIFICACION

Las plantas de la familia Celastracea tienen una larga historia en la medicina tradicional,
especialmente las pertenecientes al género Maytenus. Las especies de este género
constituyen una rica fuente de metabolitos secundarios cuyo rango de actividades
biolégicas es muy amplio. Tales metabolitos pueden ser terpenoides principalmente
triterpenos de tipo friedelano, metilénquinona, lupanos, oleananos y en ocasiones
dimeros; también se reporta la presencia de diterpenos como los kauranos y abietanos,
y sesquiterpenos como aductos hetero Diels-Alder.®

En la peninsula de Yucatan existen tres especies del género Maytenus: M.
guatemalensis, M. phyllanthoides y M. schippii, siendo la especie M. phyllanthoides quien
se encuentra principalmente distribuida en el estado de Yucatan. Estas especies,
cuentan con reportes de sus usos en la medicina tradicional, sin embargo, existen pocos
estudios en cuanto a su composicién quimica.?

M. phyllanthoides Benth es una planta de la que existen escasas investigaciones en
cuanto a su estudio fitoquimico y Unicamente se ha reportado la presencia de un
compuesto polifendlico y ciertos triterpenos a las hojas de esta especie, sin embargo, no
se han realizado estudios en otras partes de la planta como lo son las raices, en donde
se ha comprobado que ocurre una mayor diversidad de metabolitos secundarios
reportados en especies del género Maytenus. 314344

Es por esto que se propone la determinacién de los metabolitos secundarios en la raiz
de M. phyllanthoides Benth, con el fin de contribuir al conocimiento fitoquimico de este
recurso natural. Ademas de que con el aislamiento de los metabolitos secundarios se
podria comprobar la relacion que guarda esta especie con otras pertenecientes al género
Maytenus pueden representar nuevas alternativas para el descubrimiento y desarrollo
de nuevos farmacos.
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OBJETIVOS

General

e Contribuir al conocimiento quimico del género Maytenus mediante el aislamiento

y caracterizacion estructural de metabolitos secundarios de la raiz de Maytenus
phyllanthoides Benth.

Especificos

e Aislar y purificar los metabolitos secundarios de los extractos organicos de M.
phyllanthoides por medio de diversas técnicas cromatograficas.

e Caracterizar los metabolitos aislados de los extractos de M. phyllanthoides por
técnicas espectroscopicas y espectrométricas.
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MATERIALES Y METODOS

Material y equipo de laboratorio

Se utilizaron disolventes para la extraccion, separacién y purificacion cromatografica de
grado industrial previamente destilados en el laboratorio de quimica farmacéutica.

El andlisis por cromatografia en capa delgada (CCD) se realizé mediante cromatofolios
de aluminio impregnados con gel de silice G60 de 0.25 mm de espesor con indicador de
fluorescencia F2s4 marca Merck.

Para las separaciones por cromatografia en columna (CC) se utilizaron columnas de
vidrio empacadas con Sephadex™ lipofilico LH-20 y gel de silice con tamafio de particula
63-200 um (malla 70-230) y 40-63 um (malla 230-400); gel de silice para CCD, con
tamafio de particula de 2-25 um, con indicador de fluorescencia de la marca Merck.

Para los analisis por cromatografia en capa delgada preparativa (CCDP), se realizaron
en placas de vidrio impregnados con gel de silice G60 de 0.5 mm de espesor e indicador
de fluorescencia Fzsa.

Para los analisis en CLAE, se utiliz6 un equipo de la marca Thermo Scientific Finnigan
Surveyor con un detector UV-Vis, utilizando una columna analitica con didmetro interno
250 x 4.6 mm con tamafio de particula de 5 um con soporte octadecilsilano (C18) y una
columna semipreparativa marca Zorbax Stanblebond con diametro interno de 9.4 x 250
mm de longitud y tamafio de particula de 5 um con soporte de C18 y disolventes
organicos de grado CLAE.

Se emplearon agentes reveladores de luz ultravioleta de onda corta (254 nm) y dleum
(4cido sulfurico, acido acético glacial y agua en proporcién 1:2:4).

Identificacién de los metabolitos secundarios

Los experimentos de resonancia magnética nuclear de protéon (RMN-'H) y carbono
(RMN-2C) mononucleares y heteronucleares en unay dos dimensiones se realizaron en
un espectrometro Bruker Avance Ultrashield de 400 MHz con una sonda BBO de 5 mm;
los desplazamientos quimicos se proporcionaron en partes por millon (ppm) y se
referenciaron con respecto a la sefial residual del disolvente utilizado en cada caso.

Para la determinacién de la masa molecular y composicion elemental de los metabolitos
secundarios, se empled un espectrometro de masas de la marca Jeol GCMatell de
inyeccion directa en tres métodos de ionizacién quimica dependiendo de la naturaleza
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del analito; impacto electrénico (El), ionizacion quimica (Cl) e impacto por bombardeo
rapido de a&tomos (FAB).

Simulacién de las estructuras en 3D

Se tomo6 como base la conformacién de las estructuras de acuerdo a la ruta biosintética
reportada en la literatura. Las estructuras se simularon en el programa Chem3D Pro y
se minimizaron con un nivel de calculo MM2 mecéanica molecular, las conformaciones
resultantes se ilustran en el apartado Resultados y discusiones.

Recolectay procesamiento del material vegetal

La recolecta de la raiz de la especie, se realiz6 en la carretera Progreso-Telchac Puerto
el mes de Agosto del 2019, en Progreso Yucatan México, latitud 21.3021 y longitud -
89.5483. La especie se identifico por el Dr. Juan Tun Garrido y una muestra se encuentra
depositada en el herbario Alfredo Barrera Marin de la Universidad Autonoma de Yucatan
con el nimero J. T. 12350.

La corteza de laraiz (177.3 g) se sometio a sequedad en un desecador de herbario y se
obtuvo un total de 101.3 g de corteza de raiz molida.

Extraccion

El material vegetal seco y molido (101.3 g) se sometié a una extraccién continua por
medio de un equipo Soxhlet con una mezcla de disolventes para extraccion de hexano-
éter etilico (Et.O) en proporcion 1:1. El extracto resultante se concentré en un evaporador
rotatorio a presion reducida y se obtuvo 29.6 g de residuo seco (ECCR). El rendimiento
de la extraccion fue de 29 %. El extracto fue redisuelto en acetona obteniéndose un
precipitado blanco nombrado como gutapercha (14.6 g). El sobrenadante del extracto
fue etiquetado como ECCR.1 para posteriormente ser fraccionado. (Figura 8).
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Fraccionamiento del extracto ECCR.1

El extracto ECCR.1 (15.2 g), se fraccioné en una columna empacada con Sephadex™
lipofilico LH-20. Como eluyente se utilizé una mezcla isocratica de hexano-CHCls-
metanol (MeOH) en proporcion 2:1:1. Se recuperaron 26 fracciones las cuales se
reunieron por su similitud en CCD en ocho fracciones etiquetadas de la A hasta la H.

(Figura 8).
Extracto ECCR
(29.6 9)

Disolucién con
acetona

ECCR.1 Precipitado
(15.29) Gutapercha

Sephadex™ LH-20 (14.6 9)
CC| Hexano-CHCI3-MeOH
2:1:1

26 fracciones

Reunién por similitud
por CCD
8 fracciones

A-H

| | l |

Loty ) adn J afn L uta L otn JLosg Jobe J{ ol ]
(2.69) (1.29) (1.49) (4.6 9) (0.69) (0.059) (0.05g) (0.19)

Figura 8. Fraccionamiento primario del extracto de la corteza de raiz de M.
phyllanthoides Benth.

La fraccion D (4.6 g) se someti6 a fraccionamiento en una columna empacada con gel
de silice con tamafio de particula 63-200 um, se utiliz6 como fase mévil mezclas de
hexano-acetato de etilo (AcOEt) de polaridad creciente (100:0 a 50:50). Como resultado
se obtuvieron 21 fracciones, las cuales se reunieron por su similitud en CCD en nueve
fracciones etiquetadas como D1-D9. La fraccion D5 (1.2 g), fue disuelta en acetona y se
obtuvo un precipitado de color blanco, el cual fue filtrado a vacio y etiquetado como 21a-
hidroxifriedelan-3-ona (253.6 mg).

La fraccion D7 (987.3 mg), se fraccioné por medio de una columna empacada con gel
de silice con tamafio de particula 40-63 pm utilizando como fase maévil mezclas de
CH.Cl,-acetona de polaridad creciente (99:1 a 50:50), se obtuvieron 51 fracciones las
cuales se reunieron por su similitud en ocho subfracciones etiquetadas D7.1-D7.8. La
fraccion D7.8 (16.4 mg) se redisolvid en acetona y se obtuvo un precipitado de color
blanco el cual se etiqueté como acido ortosfénico (3.6 mg). Finalmente, de la fraccion
D9 (30.1 mg), se obtuvo un precipitado de color blanco el cual se lavé con acetona y
etiqgueté como 29a-cafeoiloxifriedelan-3-ona (26.4 mg). (Figura 9).
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Fraccion D
(4.6 9)
Gel de silice 63-200 um

CC | Hexano-AcOEt
Polaridad creciente (100:0 a 50:50)

21 Fracciones

CCD |Reunioén por similitud

9 fracciones
-D9

|

O
=

D5 D7 D9
(1.29) (987.3 mg) (30.1 mg)
Disolucién con Gel de silice 40-63 pm Disolucién con
acetona| cc| CHzCl2-acetona acetona
T Polaridad creciente
_ Pre_C|p|tado : :50) Precipitado
21a-hidroxifriedelan-3-ona 51 Fracciones 29a-cafeoiloxifriedelan-3-ona
(253.6 mQ) (26.4 mg)

CCD| Reunién por similitud

8 fracciones
D7.1-D7.8

D7.8
(16.4 mq)

Disolucién con
acetona

Precipitado
Acido ortosfénico
(3.6 mg)

Figura 9. Esquema de fraccionamiento de la fraccion D

La fraccion C (1.4 g) se sometid a fraccionamiento en una columna empacada con gel
de silice de tamafio de particula 40-63 um, utilizando como fase mdévil mezclas de
hexano-AcOEt de polaridad creciente (100:0 a 40:60) de donde se obtuvieron 14
fracciones etiquetadas C1-C14. Enla fraccion C1 (13.1 mg) se obtuvieron unos cristales
en forma de aguja, los cuales se lavaron con acetona y se etiguetaron como canofilol
(3.2 mg).

La fraccion C6 (32.7 mg) se purifico por medio de CCDP utilizando una mezcla isocratica
de disolventes hexano-CH:Cl;-acetona en proporciéon 7:2:1, de donde se obtuvo el
compuesto escutiona (15.9 mg).

La fraccion C8 (389.2 mg), se fracciond por medio de una columna empacada con gel
de silice de tamafio de particula 40-63 um, utilizando como fase moévil mezclas de
hexano-AcOEt en polaridad creciente (100:0 a 40:60); de esta columna, se obtuvieron
63 fracciones y se reunieron por su similitud en CCD a 12 fracciones nombradas C8.1-
C8.12. La fraccion C8.9 (87.7 mg), se separ6 una columna empacada con gel silice de
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tamafio de particula 2-25 um y se eluy6 isocraticamente en la mezcla hexano-CHCls-
acetona (70:20:10) de donde se obtuvieron 45 fracciones que posteriormente se
reunieron a ocho subfracciones etiquetadas como C8.9.1-C8.9.8. En la fraccién C8.9.5
(16.6 mg) se observé una laca de color naranja, que posteriormente se hombré como
tingenona (16.6 mg). Por otra parte, la fraccién C8.9.6 (25.8 mg) se purifico por medio
de CLAE, con una mezcla isocratica de disolventes acetonitrilo (ACN)-MeOH-H,O
(12:77:11) con flujo de 1 mL por minuto (1 mL/min), de éste analisis se obtuvo el
tingenona (5.6 mg) y el 22@3-hidroxiescutiona (9.5 mg).

Finalmente la fraccion C10 (224.6 mg), se fracciond en una columna empacada con gel
de silice de tamafio de particula 40-63 um, se utilizé como fase movil mezclas de hexano-
AcOEt en polaridad creciente (95:5 a 40:60), a partir de esta columna se obtuvieron 108
fracciones, las cuales se analizaron por CCD y se reunieron por similitud a 15 nuevas y
etiguetadas como C10.1-C10.15. La fraccién C10.11 (25 mg) se purificé por medio de
CCDRP utilizando la mezcla de disolventes hexano-AcOEt 1:1 y se obtuvo el compuesto
20a-hidroxiescutiona (3 mg) (Figura 10).
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Fraccién C
(1.4 9)

Gel de silice 40-63 pm
cc |Hexano-AceOt
Polaridad creciente (100:0 a 40:60)

154 Fracciones

Reunién por similitud
CCD

14 Fracciones
C1-C14
c1 c6 c8 C10
(13.1 mg) (32.7 mg) (389.2 mg) (224.6 mg)

cCcD Gel de silice 40-63 um Gel de silice 40-63 pm
Hexano-CH:Cl>-acetona CC [Hexano-AcOEt cc [Hexano-AcOEt

Cristales 721 - (1'0030 a40:60) Polaridad creciente (95:5 a 40:60)

Canofilol Escutiona 63 Fracciones 108 Fracciones

(3.2 mg) (15.9 mg) eunion por similitud Reunién por similitud

12 Fracciones
Cc8.1-C.12

15 Fracciones
C10.1-C10.15

Gel de silice 2-25 um
cc |Hexano-CHCls-aceton
70:20:10

CCD
ﬁexano:AcOEt

50:50

Reunién por similitud
CCD
8 Fracciones
C8.9.1-C8.9.8

45 Fracciones ) . .
[ 20a-hidroxiescutiona ]

(3 mg)

C8.9.6

C8.9.5
(16.6 mg)
(25.8 mg)

[ Tingenona ] HPLC

(16.6 mg) ACN-MeOH-H20 (12:77:11)
Flujo: ImL/min

Tingenona
(5.6 mg)
22B-hidroxiescutiona
(9.5 mg)

Figura 10. Esquema de fraccionamiento de la fraccién C.

La fraccién B (1.2 g) se fraccioné a través de una columna empacada con gel de silice
con tamafio de particula 40-63 um, empleando como eluyente mezclas de hexano-
AcOEt de polaridad creciente (100:0 a 30:70) a partir de esta columna, se obtuvieron 49
fracciones las cuales se reunieron por su similitud tras un analisis de CCD a 13 fracciones
etiguetadas de la B1-B13. Se decidi6 purificar la fraccion B2 (40.4 mg) por medio de
CCDP utilizando como fase moévil la mezcla de disolventes hexano-Et,O-CH.Cl,, en
proporcién 70:25:05 obteniéndose el compuesto olean-9(11):12-dien-3g-ol (3.7 mg).

30



La fraccidon B4 (93.3 mg), se sometid a fraccionamiento en una columna empacada con
gel de silice de tamafio de particula 2-25 um utilizando como eluyente mezclas de
hexano-CHCls-acetona en proporcion 65:20:15. Se obtuvieron 70 fracciones las cuales
tras ser analizadas por CCD se reunieron por similitud a 10 fracciones etiquetadas como
B4.1-B4.10, obteniendo el compuesto 21a-hidroxifriedelan-3-ona (6.8 mg) en la
fraccién B4.3. La fraccion B5 (124.1 mg) se disolvié en acetona y se observé la
formacion de un precipitado de color blanco el cual, tras ser analizado por RMN-!H fue
etiguetado como 29a-hidroxifriedelan-3-ona (11.7 mg).

Finalmente, la fraccion B7 (121.1 mg) se fraccioné a través de una columna empacada
con Sephadex™ LH-20, empleando como fase mévil mezclas de hexano-CHCl;-MeOH
en proporcién 20:10:10. Se obtuvieron 59 fracciones las cuales se reunieron por similitud
a través de andlisis en CCD a siete fracciones etiquetadas como B7.1-B7.7. Se decidi6é
purificar la fraccién B7.3 (21.5 mg) por medio de CLAE, utilizando una mezcla isocratica
de disolventes ACN-MeOH-H>0 (12:77:11) con flujo de 1 mL por minuto (1 mL/min) y se
obtuvieron dos compuestos etiquetados como (2R,12bS,14aS,8R)-10,11-dihidroxi-
2,6,9,12b,14a-parametil-8-(2-oxopropil)-1,2,3,4,4a,5,8,12b,13,14,14a,14b-
dodecahidropiceno-2-carboxilato de metilo (4.2 mg) y (2R,6aS,8R,12bR,14aS)-
10,11-dihidroxi-2,6a,9,12b,14a-parametil-8-(2-oxopropil)
1,2,3,4,4a,5,6,6a,8,12b,13,14,14a,14b-tetrahidropropiceno-2-carboxilato de metilo
(7.9 mg). (Figura 11).
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Fraccion B
(1.29)

Gel de silice 40-63 pm
CC |Hexano-AcOEt
i ciente (100:0 a 70:30)

i

49 Fracciones

H
i

Reunién por similitud
CCD

13 Fracciones
B1-B13
B2 B4 5 B7
(40.4 mg) (93.3 mg) (124.1 mg) (121.1 mg)

il

5|

CCD Gel de silice 2-25 um Sephadex LH-20
Hexano-Et20-CHzCl2 Hexano-CHCls-acetona CC | Hexano-CHClz-MeOH
70:25:05 65:20:15 20:10:10
Olean-9(11):12-dien-3-ol 70 Fracciones _ Precipitado 59 Fracciones
(3.7 mg) _ 29a-hidroxifriedelan-3-ona
Reunion por 11.7 mg Reunién por similitud
similitud| 2 ccb
ccol
10 Fracciones 7 Fracciones
B4.1-B4.10 B471-B7.7
Fraccion B4.3 Fraccion B7.3
21a-hidroxifriedelan-3-ona (21.5 mg)
6.8 mg HPLC
ACN-MeO-H20
(12:77:11)
Flujo: ImL/min
(2R,12bS,14aS,8R)-10,11-dihidroxi- (2R,6aS,8R,12bR,14aS)-10,11-dihidroxi-
2,6,9,12b,14a-parametil-8-(2-oxopropil)- 2,6a,9,12b,14a-parametil-8-(2-oxopropil)-
1,2,3,4,4a,5,8,12b,13,14,14a,14b- 1, 2,3,4,4a,5,6,6a,8,12b,13,14,14a,14b-
dodecahidropiceno-2-carboxilato de tetrahidropropiceno-2-carboxilato de
metilo metilo
(4.2 mq) (7.9 mg)

Figura 11. Esquema de fraccionamiento de la fraccién B.

La fraccién E, se separd por medio de una columna empacada con gel de silice 40-63
um y con mezclas de hexano-AcOEt en polaridad creciente (100:0 a 60:40), a partir de
esta columna, se obtuvieron 57 fracciones las cuales se reunieron por similitud de
acuerdo con los analisis por CCD a 10 fracciones etiquetadas como E1-E10. En las
fracciones E4 (29 mg) y E5 (35.9 mg) se observaron precipitados blancos, los cuales
se lavaron con acetona y tras un analisis por CCD y RMN-!H etiquetados como 21B-
cafeoiloxi-3-hidroxifriedelan-3-en-3-ona (34 mg) y 22a-cafeoiloxi-3B-
hidroxifriedelan-6-ona (9.9 mqg).

Por otra parte, la fraccién E8 (26.4 mg) se purificé a través de CCDP con una mezcla
isocratica de hexano-CH:Cl,-acetona (5.5: 2: 2.5), a partir de esto se obtuvo el 22p3-
hidroxi-6,23-dioxotingenol (4.6 mg). (Figura 12).
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Gel de silice 40-63 pm
CC |Hexano-AcOEt
Polaridad creciente

[ 57 Fracciones ]

Reunién por similitud
CCD

[ 10 Fracciones ]
E1-E10

Disolucién con
acetona

Disolucién con CCDP
acetona Hexano-CH:Cl-acetona
5.5:2:25

Figura 12. Esquema de fraccionamiento de la fraccion E.
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Triterpenos aislados

De los nueve triterpenos aislados, cinco han sido previamente reportados en la literatura
guimica y se identificaron basados en la comparacion de sus datos espectroscopicos
existentes en la literatura. Asi se identifico a: olean-9(11):12-dien-3B-ol, 21a-
hidroxifiredelan-3-ona, canofilol, 29a-hidroxifriedelan-3-ona, y acido ortosfénico.
(Figura 13). Los triterpenos aislados resultaron ser pentaciclicos y presentaron un
esqueleto de tipo friedelano con diversas funcionalizaciones, excepto el olean-9(11):12-
dien-B-ol que presentd un esqueleto de tipo oleanano, coincidiendo con los reportes de
triterpenos comunmente aislados e identificados en la familia Celastracea.

Olean-9(11):12-dien-3p-ol 21a-hidroxifriedelan-3-ona Canofilol

o
«—OH N—oH

HO,,

21a-hidroxifriedelan-3-ona Acido ortosfénico

Figura 13. Triterpenos aislados en la corteza de raiz de M. Phyllanthoides previamente
reportados en la literatura.

Por otro lado, los compuestos nombrados como: 21B-cafeoiloxifriedelan-3-ona, 29a-
cafeoiloxifriedelan-3-ona, 21B-cafeoiloxi-3-hidroxifriedelan-3-en-2-ona y 22a-
cafeoiloxi-3B-hidroxifriedelan-6-ona resultaron no estar descritos en la bibliografia.
(Figura 14).
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OH
OH
AN
21B-cafeoiloxifriedelan-3-ona 29a-cafeoiloxifriedelan-3-ona
OH
OH
=
OH
OH
(@)
21B-cafeoiloxi-3-hidroxifriedelan-3-en-2-ona 22a-cafeoiloxi-3p-hidroxifriedelan-6-ona

Figura 14. Triterpenos aislados de la corteza de raiz de M. phyllanthoides que resultaron
ser nuevos para la literatura.
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Datos espectroscépicos de los triterpenos aislados

Olean-9(11):12-dien-36-ol

Descripcion: Agujas de color blanco (3.7 mg).

RMN-1H
(3, CDCl5)

RMN-13C
(3, CDCly)

0.81 (3H, s, Me23); 0.87 (3H s, Me24); 0.89 (3H, s, Me25); 0.90 (3H,
s, Me30); 0.99 (3H, s, Me26); 1.03 (3H, s, Me27); 1.14 (3H, s, Me28);
1.19 (3H, s, Me29); 3.24 (1H, da, J= 11.5 Hz, H3); 5.50 (1H, d, J=5.7
Hz, H12), 5.57 (1H, d, J= 11.5 Hz, H11).

15.7 (C24), 18.3 (C6), 20.1 (C25), 21.0 (C26), 23.7 (C29), 25.3 (C27),
25.6 (C15), 27.1 (C16), 27.8 (C2), 28.2 (C28), 28.7 (C23), 31.0 (C20),
32.1 (C7), 32.1 (C17), 33.2 (C30), 34.5 (C21), 37.1 (C8), 37.1 (C22),
38.7 (C1), 38.9 (C4), 40.6 (C10), 42.7 (C14), 45.5 (C18), 46.8 (C19),
51.1 (C5), 78.7 (C3), 115.7 (C11), 120.7 (C12), 147.1 (C13), 154.3
(C9).
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21a-hidroxifriedelan-3-ona

Descripcion: Polvo color blanco (6.8 mg).

RMN-*H 0.72 (3H, s, Me24); 0.87 (3H, d, J= 6.4 Hz, Me23); 0.88 (3H, s, Me25);
(5,CDCl;)  0.90 (3H, s, Me26); 0.98 (3H, s, Me30); 1.07 (3H, s, Me27); 1.11 (3H,
s, Me29); 1.19 (3H, s, Me28); 2.24 (1H, d, J= 6.4 Hz, H4); 2.30, 2.40
(2H, dd J= 14.0, 5.1 Hz, H2); 3.69 (1H, dd, J= 12.2, 4.2, H3).
RMN-13C 6.8 (C23), 14.6 (C24), 17.7 (C25), 18.1 (C7), 18.2 (C26), 19.2 (C27),
(5,CDCls)  22.2 (C1), 24.9 (C30), 30.1 (C12), 30.3 (C15), 31.8 (C29), 32.4 (C17),
33.1 (C28), 34.3 (C20), 35.2 (C11), 35.9 (C19), 36.0 (C16), 37.4 (C9),
38.7 (C14), 38.9 (C13), 41.1 (C6), 41.4 (C2), 42.0 (C5), 44.2 (C18),
46.9 (C22), 51.4 (C8), 58.1 (C4), 59.4 (C10), 74.3 (C21), 213.2 (C30).
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Canofilol

Descripcion: Polvo color blanco (3.2 mg).

RMN-H
(5, CDCl3)

RMN-13C
(8, CDCl3)

EMAR m/z

0.72 (3H, s, Me24); 0.86 (3H, s, Me27); 0.88 (3H, d, J= 6.7 Hz, Me23);
0.92 (3H, s, Me25); 0.98 (3H, s, Me30); 0.99 (3H, s, Me29); 1.13 (3H,
s, Me26); 1.27, 1.47 (2H, m, H11); 1.29 (1H, d, J= 5.5 Hz, H18); 1.30
(2H, m, H19); 1.31, 1.86 (2H, m, H15); 1.35 (2H, m, H12); 1.37 (1H, d,
J= 2.6 Hz, H7); 1.40 (2H, m, H21); 1.42 (1H, m, H8); 1.43, 1.86 (2H,
m, H16); 1.47 (1H, dd, J= 7.2, 2.1 Hz, H7); 1.54 (1H, m, H10); 1.68,
1.96 (2H, m, H1); 2.25 (1H, d, J= 6.2 Hz, H4); 2.31, 2.38 (2H, dd, J=
14.0, 5.1 Hz, H2); 3.63 (2H, sa, H28).

6.8 (C23), 14.6 (C24), 18.2 (C27), 18.4 (C7), 19.2 (C25), 19.3 (C26),
22.3 (C1), 28.2 (C20), 29.2 (C16), 30.2 (C12), 31.3 (C21), 31.5 (C15),
32.8(C29), 33.2(C22), 35.4 (C19), 34.2 (C30), 34.6 (C11), 35.4 (C19),
35.5 (C17), 37.5 (C9), 38.2 (C13), 39.4 (C18), 39.6 (C14), 41.3 (C6),
41.6 (C2), 42.2 (C5), 52.6 (C8), 58.3 (C4), 59.6 (C10), 68.0 (C28),
213.3 (C3).

Calculado para CsoHs002, 442.38108; observado 442.38260.
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29a-hidroxifriedelan-3-ona

\\\_ O H

Descripcion: Polvo color blanco (11.7 mg).

RMN-'H 0.72 (3H, s, Me24); 0.87 (3H, d, J= 6.4 Hz, Me23); 0.88 (3H, s, Me25);

(5,CDCl;)  0.90 (3H, s, Me26); 0.98 (3H, s, Me30); 1.07 (3H, s, Me27); 1.19 (3H,
s, Me28); 2.24 (1H, d, J= 6.4 Hz, H4); 2.30, 2.40 2H, dd, J= 14.0, 5.1
Hz, H2); 3.26 (2H, dd, J= 18.8, 10.2 Hz, H29).

RMN-13C 6.8 (C23), 14.6 (C24), 17.8 (C25), 18.2 (C26), 18.4 (C7), 20.7 (C27),

(5,CDCls)  22.2(C1), 25.7 (C30), 27.7 (C21), 29.6 (C12), 32.4 (C17), 30.5 (C19),
33.1 (C28), 32.6 (C15), 34.3 (C20), 35.5 (C16), 35.7 (C11), 37.4 (C9),
38.1 (C14), 39.4 (C22), 38.9 (C13), 41.2 (C18), 41.4 (C6), 41.4 (C2),
42.0 (C5), 53.3 (C8), 58.1 (C4), 59.3 (C10), 74.7 (C29), 213.2 (C3).
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Acido ortosfénico

Descripcion: Agujas color blanco (3.6 mg).

RMN-*H
(5, MeOD)

RMN-13C
(5, MeOD)

0.88 (3H, s, Me26); 0.92 (3H, d, J= 7.2 Hz, Me23); 0.95, 2.09 (2H, d,
J= 9.0 Hz, H22); 0.97 (3H, s, Me25); 1.02 (3H, s, Me27); 1.04 (3H, s,
Me28); 1.17 (3H, s, Me30); 1.31 (2H, d, J= 7.1 Hz, H15); 1.34 (2H, d
J= 4.1 Hz, H11); 1.36 (1H, m, H8); 1.48, 1.51 (2H, m, H7); 1.50, 1.78
(2H, m, H6); 1.53 (2H, dd, J= 9.6, 4.6, H12); 1.54 (1H, m, H10); 1.56
(1H, m, H18); 1.56, 2.38 (2H, m, H19); 1.63 (2H, dd J= 13.9, 4.9 Hz
H1); 1.95 (1H, d, J= 7.2 Hz, H4); 2.12 (2H, d, J= 12.3, H21); 3.58, 4.05
(2H, d, J= 8.2 Hz, H24); 4.05 (2H, dd, J= 4.9, 1.0, H24).

7.3 (C23), 16.8 (C26), 17.2 (C25), 18.4 (C27), 20.3 (C7), 28.9 (C1),
30.1(C12), 30.2 (C15), 31.0 (C17), 31.2 (C21), 31.4 (C19), 32.3 (C28),
32.6 (C30), 34.7 (C6), 35.3 (C11), 37.4 (C16), 37.8 (C22), 38.1 (C9),
40.2 (C13), 40.2 (C14), 41.5 (C20), 46.0 (C18), 47.4 (C4), 48.4 (C8),
48.5 (C10), 53.8 (C5), 72.8 (C24), 74.3 (C2), 108.2 (C3), 183.2 (C29).
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21pB-cafeoiloxifriedelan-3-ona

OH
OH
AN
Descripcion: Polvo color blanco
(253.6 mg).
RMN-H 0.71 (3H, s, Me24); 0.80 (3H, s, Me25); 0.88 (3H, s, Me26); 0.99 (3H,

(6, CsDsN) d, J=6.7 Hz, Me23); 1.12 (3H, s, Me27); 1.17 (3H, s, Me30); 1.24, 1.39
(2H, m, H11); 1.27 (3H, s, Me29); 1.29, 1.38 (2H, m, H7); 1.30, 1.40
(2H, m, H15); 1.30 (3H, s, Me28); 1.31 (2H, m, H12); 1.36 (1H, m, H8);
1.38, 1.86 (2H, m, H22); 1.47, 1.73 (2H, m, H16); 1.51 (1H, m, H10);
1.54 (1H, m, H18); 1.56 (2H, m, H19); 1.62, 1.72 (2H, m, H6); 1.65,
1.85 (2H, m, H1); 2.25 (1H, d, J= 6.7 Hz, H4); 2.27 (1H, dd, J= 13.8,
3.7, H2a); 2.37 (1H, q, J= 6.9 Hz, H2b); 5.35 (1H, d, J= 12.3, 4.3 Hz,
H21); 6.78 (1H, d, J= 15.7 Hz, H8); 7.28 (1H, m, H5’); 7.29 (1H, m,
H6’); 7.74 (1H, d, J=1.65 Hz, H2’); 8.12 (1H, d, J= 15.7 Hz, H7’).

RMN-13C 7.7 (C23), 15.1 (C24), 18.5 (C25), 18.9 (C7), 19.3 (C26), 19.7 (C27),

(6, CsDsN) 22.9 (C1), 27.0 (C30), 30.9 (C12), 31.5 (C29), 31.7 (C15), 32.6 (C17),
33.2 (C28), 34.5 (C20), 35.9 (C11), 36.6 (C19), 37.1 (C16), 38.0 (C9),
39.4 (C13), 39.9 (C14), 41.5 (CH), 42.0 (C2), 42.5 (CH), 44.1 (C18),
44.5 (C22), 52.6 (C8), 58.4 (C4), 59.7 (C10), 76.0 (C21), 116.0 (C8),
116.3 (C2’), 117.2 (C5’), 122.5 (C6’), 127.5 (C1’), 146.1 (C7’), 148.2
(C4%), 150.9 (C3’), 167.9 (C9'), 212.2 (C3).

EMAR m/z Calculado para C3gHs6Os, 604.41277; observado 604.41150
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29a-cafeoiloxifriedelan-3-ona

0 MQOH

\\\_ O O H

(26.4 mg).

RMN-H
(5, CsDsN)

RMN-3C
(5, CsDsN)

0.70 (3H, s, Me24); 0.79 (3H, s, Me25); 0.98, 1.33 (2H, m, H7);0.98
(3H, d, J= 6.7 Hz, Me23); 1.00 (3H, s, Me26); 0.99, 1.52 (2H, m, H22);
1.06 (3H, s, Me27); 1.06, 1.66 (2H, m, H19); 1.15, 1.61 (2H, m, H6);
1.18, 1.36 (2H, m, H11); 1.20 (3H, s, Me30); 1.23 (3H, s, Me28); 1.26,
1.47 (2H, m, H15); 1.30 (2H, m, H12); 1.33 (1H, m, H18); 1.35, 1.59
(2H, m, H16); 1.43, 1.55 (2H, m, H21); 1.47 (1H, m, H10); 1.57, 1.81
(2H, m, H1); 1.65 (1H, m, H18); 2.24 (1H, d, J= 6.7 Hz, H4); 2.31, 2.43
(2H, m, H2); 4.13 (2H, sa, H29); 6.89 (1H, d, J= 15.8 Hz, H8'); 7.27
(1H, sa, H6') 7.29 (1H, sa, H5'); 7.70 (1H, s, H2’); 8.11 (1H, d, J= 15.8
Hz, H7’).

7.7 (C23), 15.1 (C24), 18.3 (C25), 18.9 (C7), 19.1 (C27), 21.2 (C26),
22.8 (C1), 27.1 (C29), 28.9 (C21), 30.8 (C19), 31.0 (C17), 31.8 (C12),
32.6 (C20), 32.7 (C28), 33.1 (C15), 36.1 (C11), 37.9 (C9), 38.8 (C14),
39.9 (C13), 39.9 (C22), 41.6 (C6), 42.0 (C2), 42.6 (C5), 42.6 (C18),
53.7 (C8), 58.3 (C4), 59.1 (C10), 74.6 (C29), 115.6 (C8'), 116.4 (C2)),
117.2 (C5'), 122.5 (C6’), 127.4 (C1’), 146.4 (C4’), 146.4 (CT’), 150.9
(C3'), 168.3 (C9'), 212.3 (C3).
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21pB-cafeoiloxi-3-hidroxifriedelan-3-en-2-ona

OH
OH
AN
Descripcion: Polvo color blanco (9.9
mg).
RMN-H 0.85 (3H, s, Me25); 0.86 (3H, s, Me26); 1.00, 1.18 (2H, m, H11); 1.03

(5,CsDsN)  (3H, s, Me24); 1.07 (3H, s, Me27); 1.15 (3H, s, Me30); 1.25 (3H, s,
Me29); 1.18 (2H, m, H12); 1.19, 1.75 (2H, m, H6); 1.24 (1H, m, H8);
1.28 (3H, s, Me28); 1.31 (2H, m, H15); 1.32, 1.79 (2H, m, H22); 1.37
(2H, m, H7); 1.40, 1.49 (2H, m, H16); 1.41 (2H, m, H19); 1.47 (1H, m,
H18); 1.66 (1H, m, H10); 1.98 (3H, s, Me23); 2.54 (2H, m, H1); 5.35
(1H, dd, J= 12.5, 4.3 Hz, H21); 6.73 (1H, d, J= 15.8 Hz, H8'); 7.26 (1H,
m, H5'); 7.26 (1H, m, HE'); 7.71 (1H, d, J= 1.7 Hz, H2’); 8.09 (1H, d, J=
15.8 Hz, H7’).

RMN-13C 11.1 (C23); 18.2 (C25), 18.7 (C7), 19.1 (C26), 19.3 (C24),19.6 (C27),

(3, CsDsN)  27.0 (C30), 30.6 (C12), 31.5 (C29), 31.5 (C15), 32.5 (C28), 34.1 (C1),
34.4 (C20), 35.0 (C11), 36.5 (C16), 37.1 (C19), 37.3 (C9), 39.0 (C6),
39.1 (C14), 39.9 (C13), 40.0 (C5), 44.1 (C18), 44.5 (C22), 52.2 (C8),
56.2 (C10), 76.5 (C21), 116.0 (C8), 116.3 (C2), 117.2 (C5’), 122.5
(C6), 127.5 (C1°), 130.9 (C3’), 140.5 (C4), 145.0 (C3), 146.1 (CT’),
148.2 (C4’), 167.9 (C9'), 195.2 (C2).
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22a-cafeoiloxi-3B-hidroxifriedelan-6-ona

OH
OH Descripcion: Polvo color blanco (3.4
mgQ).
RMN-1H 0.71 (3H, s, Me24); 0.87 (3H, s, Me25); 0.96 (3H, s, Me26); 0.95 (3H,

(5,CsDsN)  d, J= 6.5 Hz, Me23); 1.02 (3H, s, Me30); 1.12 (3H, s, Me27); 1.13 (3H,
s, Me28); 1.30 (2H, m, H11); 1.30, 1.29 (2H, m, H7); 1.31 (3H, s,
Me29); 1.32, 1.40 (2H, m, H15); 1.33, 1.80 (2H, m, H21): 1.38 (2H, m,
H12); 1.40, 1.52 (2H, m, H1); 1.41 (1H, m, H10); 1.50, 1.71 (2H, m,
H16); 1.55, 2.45 (2H, m, H2); 1.57 (1H, m, H8); 1.59 (2H, m, H19);
1.60 (1H, m, H18); 2.29 (1H, g, J= 6.5 Hz, H4); 4.11 (1H, t, J= 9.0 Hz,
H3): 5.05 (1H, dd, J= 12.9, 4.2 Hz, H22); 6.25 (1H, d, J= 15.9 Hz, H8);
6.87 (1H, d, J= 8.2 Hz, H5'); 7.01 (1H, dd, J= 8.2, 1.7 Hz, H6’) 7.08
(1H, d, J= 1.7 Hz, H2'); 7.54 (1H, d, J= 15.9 Hz, H7").

RMN-13C 6.5 (C23), 14.6 (C24), 18.1 (C1), 18.1 (C25), 18.7 (C26), 18.9 (C27),

(5, CsDsN)  26.3 (C30), 30.2 (C12), 30.8 (C28), 31.1 (C15), 31.1 (C20), 32.4 (C2),
32.6 (C29), 33.6 (C17), 35.3 (C11), 35.7 (C19), 36.4 (C16), 37.3 (C9),
38.4 (C14), 39.2 (C13), 41.1 (C7), 43.0 (C5), 43.6 (C21), 52.4 (C10),
55.4 (C4), 76.4 (C22), 114.2 (C2), 115.4 (C5), 116.3 (C8’), 122.3
(C6), 127.7 (C1’), 143.1 (C3'), 144.1 (CT7’), 145.9 (C4’), 167.3 (C9)),
212.4 (C6).
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Triterpenos metilénquinona aislados

Otros cuatro compuestos celastroloides de tipo metilénquinona se aislaron (Figura 15),
de las cudles, tres ya se encuentran previamente reportadas en la literatura y se
describieron a partir de sus datos espectroscopicos como: tingenona, escutiona, 20a-
hidroxiescutiona y 22B-hidroxiescutiona, siendo éste Ultimo un compuesto nuevo
para la literatura.

20a -hidroxiescutiona 22pB -hidroxiescutiona

Figura 15. Celastroloides de tipo triterpeno metiléquinona aislados de la corteza de raiz
de M. phyllanthoides.
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Datos espectroscopicos de los triterpeno metilénquinona aislados

Tingenona

Descripcion: Laca de color naranja (22.8
mg).

RMN-*H 0.96 (3H, s, Me27); 0.99 (3H, d, J= 6.4 Hz, Me30); 1.00 (3H, s, Me28);

(5, CDCl,) 1.24, 1.84 (2H, m, H12); 1.34 (3H, s, Me26); 1.50 (3H, s, Me25); 1.65,
1.78 (2H, m, H15); 1.65 (1H, m, H18); 1.74, 2.19 (2H, m, H19); 1.85,
2.90 (2H, d, J= 14.3 Hz, H22); 1.88, 1.93 (2H, m, H16); 2.00, 2.25 (2H,
m, H11): 2.22 (3H, s, Me23); 2.49 (1H, g, J= 6.4 Hz, H20); 6.37 (1H,
d, J= 7.2 Hz, H7); 6.54 (1H, s, H1); 7.04 (1H, d, J= 7.2 Hz, H6).

RMN-3C 10.2 (C23), 15.0 (C30), 19.6 (C27), 21.4 (C26), 28.3 (C15), 29.8 (C12),

(5,CDCls)  31.9(C19), 32.4(C28), 33.6 (C11), 35.3 (C16), 38.1 (C17), 38.9 (C25),
40.5 (C13), 41.8 (C20), 42.6 (C9), 43.4 (C18), 44.5 (C14), 52.4 (C22),
117.2 (C4), 118.0 (C7), 119.8 (C1), 127.6 (C5), 133.7 (C6), 146.0 (C3),
164.7 (C10), 168.8 (C8), 178.3 (C2), 213.6 (C21).
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Escutiona

Descripcion: Laca de color rojo (15.9 mg).

RMN-1H
(3, CDCly)

RMN-3C
(5, CDCl3)

0.96 (3H, s, Me28); 1.07 (3H, s, Me27); 1.09 (3H, d, J= 6.5 Hz, Me30);
1.24 (3H, s, Me25); 1.60 (1H, m, H18); 1.69 (3H, s, Me26); 1.72, 1.94
(2H, m, H19); 1.85, 2.13 (2H, m, H12); 1.86, 1.97 (2H, m, H11); 1.92,
2.12 (2H, m, H16); 2.27 (3H, s, Me23); 2.46 (1H, m, H20); 2.69 (2H, d,
J= 14.4 Hz, H22); 6.25 (1H, d, J= 6.7 Hz, H7); 6.59 (1H, s, H1); 7.18
(1H, d, J= 6.7 Hz, H6).

10.4 (C23), 15.9 (C30), 21.2 (C26), 23.0 (C27), 28.5 (C25), 30.0 (C28),
31.7 (C12), 35.9 (C11), 36.2 (C17), 37.6 (C19), 41.5 (C20), 41.9 (C13),
44.1 (C9), 45.4 (C16), 47.7 (C18), 49.6 (C22), 116.8 (C4), 119.9 (C1),
122.0 (C7), 127.8 (C5), 127.9 (C15), 134.5 (C6), 135.4 (C14), 146.2
(C3), 158.6 (C8), 159.7 (C10), 178.0 (C2), 213.9 (C21).
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20a-hidroxiescutiona

Descripcion: Laca de color rojo (3 mg).

RMN-1H
(3, CDCly)

RMN-3C
(5, CDCl3)

0.88 (3H, s, Me27); 1.22 (3H, s, Me28); 1.27 (3H, s, Me25); 1.30 (3H,
s, Me30): 1.39, 2.32 (2H, m, H12); 1.63, 2.26 (2H, d, J= 15.0 Hz, H16);
1.68, 2.00 (2H, m, H19); 1.76 (3H, s, Me26); 1.91 (2H, m, H11); 1.93
(1H, m, H18); 2.18, 2.80 (2H, d, J= 12.7 Hz, H22); 2.26 (3H, s. Me23);
6.18 (1H, d, J= 6.8 Hz, H7); 6.59 (1H, s, H1); 7.16 (3H, d, J= 6.8 Hz,
He).

10.3 (C23), 24.8 (C30), 22.0 (C26), 23.7 (C27), 29.5 (C25), 30.4 (C28),
35.8 (C12), 37.9 (C11), 39.8 (C17), 75.0 (C20), 41.9 (C13), 44.1 (C9),
40.6 (C16), 43.6 (C18), 50.4 (C22), 117.1 (C4), 120.0 (C1), 121.9 (C7),
128.6 (C5), 127.9 (C15), 139.6 (C6), 135.4 (C14), 146.2 (C3), 158.6
(C8), 159.7 (C10), 178.0 (C2), 213.0 (C21).
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22(3-hidroxiescutiona

O
OO Descripcion: Laca de color naranja (9.5 mg).
HO

RMN-H 0.81 (3H, s, Me28); 1.11 (3H, s, Me27); 1.13 (3H, d, J= 6.5 Hz, Me30);

(5, CDCl,) 1.25 (3H, s, Me25); 1,69, 1.98 (2H, m, H19); 1.70 (1H, m, H18); 1.72
(3H, s, Me26); 1.84, 1.99 (2H, m, H11); 1.86, 2.61 (2H, d, J= 18.8 Hz,
H16); 1.88, 2.15 (2H, m, H12); 2.24 (3H, s, Me23); 4.42 (1H, s, H22);
6.25 (1H, d, J= 6.7 Hz, H7); 6.59 (1H, s, H1); 7.19 (1H, d, J= 6.7 Hz,
H6).

RMN-13C 10.3 (C23), 15.2 (C30), 21.1 (C26), 23.4 (C28), 23.8 (C27), 28.5 (C25),

(5,CDCls)  31.5(C12),35.8(C11), 38.1 (C19), 40.1 (C16), 40.9 (C20), 41.7 (C13),
42.2 (C17), 44.0 (C9), 48.8 (C18), 75.4 (C22), 116.8 (C4), 119.8 (C1),
122.1 (C7), 127.9 (C5), 128.3 (C15), 134.5 (C6), 135.0 (C14), 146.2
(C3), 158.8 (C8), 159.6 (C10), 178.0 (C2), 213.6 (C21).
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Triterpenos fendlicos aislados

Se aislaron en total tres compuestos de tipo triterpeno fendlico (Figura 16), de los cuales,
uno se identific6 como 22B-hidroxi-6,23-dioxotingenol basado en la comparacion de
sus datos espectroscopicos con los existentes en la literatura y dos se reportaron como
nuevos para la literatura quimica identificados como (2R,12bS,14aS,8R)-10,11-
dihidroxi-2,6,9,12b,14a-parametil-8-(2-oxopropil)-1,2,3,4,4a,5,8,12b,13,14,14a,14b-
do decahidropiceno-2-carboxilato de metilo y (2R,6aS,8R,12bR,14aS)-10,11-
dihidroxi-2,6a,9,12b,14a-parametil-8-(2-oxopropil)-1,2,3,4,4a,5,6,6a,8,12b,13,14,
14a,14b-tetrahi dropropiceno-2-carboxilato de metilo.

F1 223-hidroxi-6,23-dioxotingenol F2 (2R,12bS,14aS,8R)-10,11-dihidroxi-
2,6,9,12b,14a-parametil-8-(2-oxopropil)-
1,2,3,4,4a,5,8,12b,13,14,14a,14b-
dodecahidropiceno-2-carboxilato de metilo

0
el

F3 (2R,6aS,8R,12bR,14aS)-10,11-dihidroxi-
2,6a,9,12b,14a-parametil-8-(2-oxopropil)-
1,2,3,4,4a,5,6,6a,8,12b,13,14,14a,14b-
tetrahidropropiceno-2-carboxilato de metilo

Figura 16. Celastroloides de tipo triterpeno fendlico aislados de la corteza de raiz de M.
phyllanthoides Benth.
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Datos espectroscépicos de los triterpenos fendlicos aislados

22(-hidroxi-6,23-dioxotingenol

Descripcion: Laca de color naranja (9.5 mg).

RMN-1H
(3, CDCly)

RMN-13C
(8, CDCl3)

0.88 (3H, s, Me28); 1.03 (3H, s, Me27); 1.07 (3H, d, J= 6.2 Hz, Me30);
1.42 (3H, s, Me26); 1.63 (3H, s, Me25); 1.63, 2.30 (2H, m, H16); 1.70,
1.90 (2H, m, H15); 1.81, 2.22 (2H, m, H19); 1.85 (1H, m, H18); 1.88
(2H, m, H12); 2.11, 2.37 (2H, m, H11); 2.65 (1H, m, H20); 4.54 (1H, s,
H22); 6.39 (1H, s, H7); 7.30 (1H, s, H1); 11.00 (1H, s, H23).

14.7 (C30), 20.3 (C27), 20.4 (C26), 25.0 (C28), 28.1 (C15), 29.9 (C12),
31.8 (C19), 33.9 (C11), 37.5 (C25), 40.1 (C9), 40.3 (C13), 40.8 (C20),
44.3 (C17), 44.7 (C14), 44.9 (C18), 76.4 (C22), 115.9 (C1), 116.8 (C4),
122.8 (C5), 125.1 (C7), 146.5 (C3), 149.2 (C2), 150.3 (C10), 172.6
(C8), 185.7 (C6), 200.1 (C23), 213.3 (C21).
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(2R,12bS,14aS,8R)-10,11-dihidroxi-2,6,9,12b,14a-parametil-8-(2-oxopropil)-
1,2,3,4,4a,5,8,12b,13,14,14a,14b-dodecahidro-piceno-2-carboxilato de metilo

@)
/
1o

Descripcion: Laca de color naranja (4.2 mg)

RMN-1H
(3, CDCly)

RMN-3C
(5, CDCl3)

EMAR m/z

0.82 (3H, s, Me27); 1.16 (3H, s, Me28); 1.16, 2.58 (2H, m, H22); 1.19
(3H, s, Me30); 1.29 (3H, s, Me25); 1.22, 1.58 (2H, m, H16); 1.31 (1H,
m, H18); 1.40, 1.91 (2H, m, H21); 1.51, 1.66 (2H, m, H19); 1.70 (3H,
s, Me26); 1.84 (2H, m, H11); 2.13 (3H, s, Me1’); 2.20 (3H, s, Me23);
2.35 (2H, m, H12); 2.54, 2.74 (2H, dd, J=17.0 ,2.2 Hz, H3’); 4.04 (1H,
ddd, J=10.8, 5.0, 2.2 Hz, H6); 5.56 (1H, d, J= 5.0 Hz, H7); 6.70 (1H,
s, H1).

11.3 (C23), 21.7 (C26), 23.5 (C27), 28.5 (C25), 30.2 (C1’), 31.6 (C28),
32.4 (C6), 33.6 (C20), 34.0 (C19), 36.1 (C12), 36.2 (C16), 37.8 (C22),
38.2 (C11), 39.7 (C9), 39.8 (C17), 42.6 (C13), 44.0 (C18), 51.8 (C30)
53.6 (C3’), 110.1 (C1), 120.2 (C5), 124.2 (C7), 125.4 (C15), 127.2
(C4), 135.5 (C14), 138.2 (C10), 139.5 (C8), 140.7 (C3), 141.5 (C2),
179.5 (C29), 207.2 (C2).

Calculado para C33H40s, 520.31887; observado, 520.31760
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(2R,6aS,8R,12bR,14aS)-10,11-dihidroxi-2,6a,9,12b,14a-parametil-8-(2-oxopropil)-
1,2,3,4,4a-5,6,6a,8,12b,13,14,14a,14b-tetrahidropropiceno-2-carboxilato de metilo

(@)
o

Descripcion: Laca color rojo vino (7.11 mg).

@)

RMN-1H
(3, CDCly)

RMN-13C
(8, CDCl3)

EMAR m/z

0.52 (3H, s, Me27); 0.92, 2.02 (2H, m, H22); 1.05 (3H, s, Me28); 1.16
(3H, s, Me29); 1.17 (3H, s, Me26); 1.36, 2.13 (2H, d, J= 4.4 Hz, H21);
1.40, 1.79 (2H, m, H16); 1.42, 1.52 (2H, m, H15); 1.46 (3H, s, Me25);
1.49 (1H, m, H18); 1.54 (2H, m, H12); 1.63 (1H, dd, J= 16.0, 8.0,
H19a), 2.33 (1H, d, J= 16.0 Hz, H19B); 1.81, 2.01 (2H, m, H11); 2.13
(3H, s, Me3’); 2.21 (3H, s, Me23); 2.50 (1H, dd, J=17.0, 10.8 Hz, H1'B);
2.73 (1H, dd, J=17.0, 2.0 Hz, H1’a); 4.02 (1H, ddd, J= 10.8, 6.1, 2.7
Hz, H6); 5.87 (1H, d, J= 6.1 Hz, H7); 6.84 (1H, s, H1).

11.1(C23), 18.1 (C27), 22.2 (C26), 28.8 (C15), 29.7 (C21), 30.3 (C19),
30.3 (C12), 30.5 (C13), 30.8 (C3’), 31.4 (C28), 32.8 (C30), 32.8 (C6),
34.6 (C22), 35.5 (C11), 36.6 (C16), 36.7 (C25), 37.1 (C20), 37.1 (C9),
43.7 (C14),44.4 (C18),51.8 (C1’), 109.0 (C1), 119.8 (C5), 121.7 (C7),
127.7 (C4), 140.3 (C3), 142.1 (C2), 142.2 (C8), 150.9 (C10), 179.6
(C29), 208.5 (C2)).

Calculado para Cs3H460s, 522.33452; observado 522.33430
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RESULTADOS Y DISCUSION

El andlisis fitoquimico del extracto de mediana polaridad de las raices de la especie M.
phyllanthoides Benth, permitio el aislamiento de 17 compuestos los cuales se clasificaron
de acuerdo a la estructura de su esqueleto base en un polimero natural caracteristico en
especies de la familia Celastracea (gutapercha); nueve triterpenos de los cuales uno
pertenece a la serie oleanano (olean-9(11): 12-dien-3B-ol) y los ocho restantes a la serie
friedelano (21a-hidroxifriedelan-3-ona, canofilol, 29a-hidroxifriedelan-3-ona, acido
ortosfénico, 21a-cafeoiloxifriedelan-3-ona, 29a-cafeoiloxifriedelan-3-ona, 213-cafeoiloxi-
3-hidroxifriedelan-3-en-2-ona, 22a-cafeoiloxi-3B-hidroxifriedelan-6-ona). También se
aislaron siete celastroloides, los cuales se dividieron en cuatro triterpeno
metilenquinonas (tingenona, escutiona, 20a-hidroxiescutiona, 22f3-hidroxiescutiona) y
tres triterpenos fendlicos (22B-hidroxi-6,23-dioxotingenol, (2R,12bS,14aS,8R)-10,11-
dihidroxi-2,6,9,12b,14a-parametil-8-(2-oxopropil)-1,2,3,4,4a,5,8,12b,13,14,14a, 14b-
dodecahidro-piceno-2-carboxilato de metilo y (2R,6aS,8R,12bR,14aS)-10,11-dihidroxi-
2,6a,9,12b,14a-parametil-8-(2-oxopropil)-1,2,3,4,4a,5,6,6a,8,12b,13,14,14a,14b-tetra-
hidropropiceno-2-carboxilato de metilo. La descripcién especifica de cada grupo de
compuestos se presenta a continuacion.

Gutapercha

El compuesto, se aisl6 como un latex de color blanco soluble en CH,Cl, y en CHCls. En
el espectro de RMN-!H (Figura 17) se observo primeramente una sefial simple con &
1.60 correspondiente a un metilo ya que integré para tres protones, seguidamente se
observé una sefial triple con 6 1.98 (J= 8.4 Hz) que ademas integr6 para dos protones y
se atribuyé a un metileno. La siguiente sefial observada fue un doble de doble con & 2.07
(J=16.2y 6.7 Hz) que integra para dos protones y finalmente, una sefial triple (J=6.6 Hz)
con 0 5.12 atribuida a un protén vinilico. Las sefiales resultaron ser caracteristicas del
polimero natural trans poliisopreno o gutapercha como comunmente es conocido y
atribuidas a las posiciones Me 5, H1, H4 y H3 respectivamente.*®
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Figura 17. Experimento RMN-'H de gutapercha (CDCls, 400 MHz).

Gutapercha o guta, es un poliisopreno que presenta enlaces trans, a diferencia del
caucho que presenta dobles enlaces cis, por el ordenamiento y disposicion de sus
enlaces trans es dura a temperatura ambiente.*® 4’ Entre las familias de plantas que
producen gutapercha se encuentran Celastracea, Eucomiacea, Euphorbiacea,
Garryacea, Poaceacea y Sapotacea.*’

En odontologia, este polimero natural ha sido empleado para obstruir el canal reticular
efectivamente mediante una técnica que ha implicado la condensacioén lateral, vertical
mediante calor o gutapercha ablandada por un disolvente como cloroformo. Existen
ciertas ventajas para la utilizacion de la gutapercha en odontologia tales como que el
material puede ser compactado y por lo tanto puede adaptarse bien a las irregularidades
del conducto, el material es inerte, son tolerados por los tejidos (no produce alergia), no
altera la coloracion de los dientes y puede ser retirado facilmente del interior del conducto
cuando es necesario.*® 49

En ortopedia, este material también ha sido utilizado debido a que no tiene que
moldearse con la parte afectada del paciente, como sucede con otros materiales
termoplasticos, si no que puede moldearse directamente con la piel, aumentando
sustancialmente la eficiencia y efectividad en el paciente.*
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Triterpenos

Olean-9(11):12-dien-38-ol

El compuesto se aislé en forma de agujas de color blanco, presenté en su espectro de
masas un ion molecular a 427.1 m/z. En el experimento de RMN-'H (Figura 18), se
observaron ocho sefiales simples cada una de ellas perteneciente a protones de metilos
angulares con & 0.81, 0.87, 0.89, 0.90, 0.99, 1.03, 1.14 y 1.19. Se observé un sistema
AB de senales dobles con & 5.50 y 5.57 (J=5.7 Hz) cuya constante de acoplamiento
correspondi6 a un acoplamiento cis, por lo que estas sefiales se atribuyeron a H12 y H11
respectivamente, denotando la presencia de un dieno en el anillo C del triterpeno.
Ademas, se observdO una sefal doble ancha con & 3.24 (J=11.5 Hz), cuyo
desplazamiento sugiere la presencia de un protén geminal a un grupo —OH el cual, por
biogénesis se encuentra unido a C3 y por lo tanto la sefial se atribuy6 a H3. Con base
en los datos anteriores, se sugiri6 que el compuesto se trata del oleanano olean-
9(11):12-dien-3pB-ol.%?
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2Z383858%
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e =z 38 835 3
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27 25
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560 5.55 5.50 (ppm)
(PPm)
H3d WAWK) WJ \1}
__JUL J=115Hz
5.8 5.4 5.0 4.6 4.2 3.8 3.4 3.0 26 2.2 1.8 1.4 1.0 0.6

(ppm)

Figura 18. Experimento RMN-1H de olean-9(11):12-dien-33-ol (CDCls, 400 MHz).

El experimento de RMN-3C (Figura 19) ayudé a confirmar el triterpeno. Se determiné la
presencia de 30 atomos de carbono. Entre las sefales con & 154.3 y 147.1 generadas
por carbonos sp? correspondientes a C19 y C13 del anillo dieno y otras dos con & 115.7
y 120.7 atribuidas a los metinos C11 y C12 respectivamente. También se confirmo la
presencia del grupo —OH en C3 debida la sefial con & 78.7. Los desplazamientos
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significativos de los carbonos de metilos se asignaron por medio de comparaciones con
la literatura.®! (Tabla 2).

154.3
1471
1207
115.7

78.7

o ca o om ax -
g g8 & 8 =8 8
v P 9

c23 c27 cos
c30 |
| ca9 cz6, ‘

34 32 30 28 26 24 22 20 18 16
(ppm)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
155 145 135 125 115 85 80 (75 )70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15
ppm

Figura 19. Experimento RMN-3C de olean-9(11):12-dien-3B-ol (CDClz, 100 MHz).
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Tabla 2. Datos RMN-1H (400 MHz) y RMN-*3C (100 MHz) de olean-9(11):12-dien-3B-ol
en CDCls.

Posicion Olean-9(11):12-dien-3p-ol Olean-9(11):12-dien-3p-ol*!
d'H 51C o'H 51C
(ppm, m, J en Hz) (ppm, m, J en Hz)
1 38.7 38.7
2 27.8 27.8
3 3.24d,11.5 78.7 3.24dd, 11.5,6.0 78.6
4 38.9 38.9
5 51.1 51.0
6 18.3 18.3
7 32.1 32.1
8 37.1 37.0
9 154.3 154.3
10 40.6 40.6
11 5.57d,5.7 115.7 5.58d,6.0 115.7
12 5.50d,5.7 120.7 5.53d,6.0 120.7
13 - 147.1 1471
14 - 427 42.8
15 - 25.6 25.6
16 271 27.2
17 - 32.1 32.1
18 - 45.5 45.6
19 - 46.8 46.9
20 - 31.0 31.1
21 34.5 34.6
22 37.1 37.1
23 0.81s 28.7 0.81s 28.2
24 0.87s 15.7 0.88s 15.0
25 0.89s 20.1 0.89s 20.0
26 0.99s 21.0 0.99s 20.9
27 1.03s 253 1.04s 25.2
28 114 s 28.2 114 s 28.7
29 1.19s 23.7 1.19s 23.7
30 0.90s 33.2 0.90s 33.2

*RMN *H (300 MHz) y RMN-13C (75.4 MHz) en CDCls.

El compuesto olean -9(11):12-dien-33-ol fue aislado por primera vez de la corteza del
tallo de la especie Phyllanthus fleuosus (Euphobiaceae).®* En la familia Celastracea el
compuesto ha sido previamente obtenido de especies del género Maytenus, como M.
horrida, de donde fue aislada a partir de un extracto cloroférmico de la corteza del tallo.5?
También, fue aislado de M. obstusifolia partiendo de un extracto etandlico de la raiz,
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corroborando que el perfil quimico de las especies Maytenus con el aislamiento de
triterpenos de la serie oleanano.*®

El compuesto olean-9(11):12-dien-3B-ol también fue aislado de las hojas de Celastrus
hypoleaucus y de Salacia crassifolia. Este compuesto ha sido evaluado contra
Salmonella tryphimuriaum, E. coli, P. aeruginosa, Staphylococus aureus, Bacillus
cereus, Listeria monocytogenes, Streptococus sanguinis y Candida albicans, la
concentracion minima inhibitoria (MICso) determinada fue: 250, 500, 500, 500, 500, 500,
500 y 500 pg/mL respectivamente.>* °°

21a-hidroxifriedelan-3-ona

El compuesto se aislé en forma de un polvo color blanco y en su espectro de masas
presentd un ion molecular de 442.6 m/z. En el experimento RMN-'H (Figura 20), se
observaron ocho sefales pertenecientes a protones metilos con 6 0.72, 0.87, 0.88, 0.98,
1.07, 1.11 y 1.19 de los cuales, la sefal con d 0.87 presenta un desdoblamiento doble
con J= 6.5 Hz, lo que sugiere la presencia de un triterpeno friedelano ya que ésta Ultima
sefal es caracteristica del Me 23 de estos compuestos. Se observd una sefial doble de
dobles y una mdltiple en la zona de 2.2 a 2.3 ppm que sugieren la presencia de protones
metilenos a carbonilos, caracteristicos del esqueleto friedelina. En el espectro también
se visualizé una senal doble de dobles con & 3.71 (J= 12.3, 4.2 Hz), el desplazamiento
sugirié que se encuentra geminal a un heteroatomo. Con base a comparaciones con la
literatura, se determind que el compuesto se trata de 21a-hidroxifriedelan-3-ona.5®

ooooooo
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Figura 20. Experimento RMN-'H de 21a-hidroxifriedelan-3-ona (CDCls, 400 MHZz).
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En el espectro RMN-C (Figura 21), se corrobord la estructura triterpénica del
compuesto ya que se observaron 30 sefiales para atomos de carbono y ademas, una
sefal con ®& 213.2 caracteristica de una cetona en C3 del esqueleto friedelina. La
presencia del grupo hidroxilo se corroboré por la sefal con & 74.4, la cual correspondio
a C21. La comparacién con los datos presentes en la literatura, llevdé a confirmar el
compuesto 21a-hidroxifriedelan-3-ona. (Tabla 3).%¢

2132
744
58.2

Marbasesonsabihabr s W kg i

215 205 195 185 105 95 85 75 65 55 45 35 25 15 5
(ppm)

Figura 21. Espectro RMN-3C de 21a-hidroxifriedelan-3-ona (CDCls;, 100 MHz).
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Tabla 3. Datos RMN-!H (400 MHz) y RMN-3C (100 MHz) de 21a-hidroxifriedelan-3-ona
en CDCls.

Posicion 210-hidroxifriedelan-3-ona 210-hidroxifriedelan-3-ona*
0'H 6 13C 0'H 513C
(ppm, m, Jen Hz) (ppm) (ppm, m, J en Hz) (ppm)
2 2.30,2.40dd, 14.0, 5.1 414 2.291td, 14.0, 7.1; 2.40 ddd 415
14.0,5.0,1.6
3 213.2 213.2
4 224d,6.4 58.1 225q,75 58.2
5 42.0 42.0
9 374 37.5
13 38.9 39.0
14 38.7 38.8
17 324 325
20 34.3 34.4
21 3.71dd,12.2,4.2 74.5 3.69dd,12.1,4.6 74.3
23 0.87d,6.4 6.8 0.87d,6.1 6.8
24 0.72s 14.6 0.72s 14.6
25 0.88s 17.7 0.87s 17.7
26 090s 18.2 090s 18.2
27 1.07s 19.2 1.07s 19.3
28 119s 33.1 1.19s 33.1
29 111s 31.8 111s 31.9
30 098s 24.9 0.99s 24.9

*RMN-IH (500 MHz) y RMN-23C (125 MHz) en CDCls.

La presencia de 21a-hidroxifriedela-3-ona ha sido reportada en diferentes especies de
la familia Celastracea, ejemplo de esto es la especie Kokoona zeylanica, del extracto
hexanico de la corteza interior del tallo.>” Es importante mencionar que el compuesto
primeramente fue aislado de una especie de la familia Celastracea, Siphonodon australe,
y el segundo aislamiento fue a partir del extracto hexanico de las hojas de la especie
Phyllanthus reticulatus.8°

El compuesto también fue aislado de la especie Cheicoclinium cognatum (Celastracea)
y sometido a un estudio para determinar su actividad angiogénica, en el cual mostr6é un
efecto significativo con un 60-66% de inhibicion de angiogénesis lo que indic6 que
compuestos de tipo friedelano pueden ser candidatos prometedores para la creacion de
nuevos farmacos para el tratamiento de enfermedades relacionadas a la angiogénesis.®°
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Canofilol y 29a-hidroxifriedelan-3-ona

Los compuestos se aislaron en forma de un polvo de color blanco. En sus espectros de
masas, presentaron iones moleculares a 442.7 y 442.8 m/z. Con base en los datos
espectroscopicos observados para cada compuesto, se determiné que las estructuras
poseen el mismo esqueleto triterpénico que 21a-hidroxifriedelan-3-ona presentado
anteriormente. En sus espectros RMN-H (Figura 22), se observaron siete sefiales
pertenecientes a protones metilo angulares, una de ellas, doble perteneciente al Me 23
del esqueleto. Otras sefiales similares encontradas en los espectros son la sefial simple
con & 0.87, correspondiente al Me 24 y las senales de protones a-carbonilo en la zona
de 2.40 a 2.50 ppm. En la Figura 22a, se observé una sefial simple proporcional a dos
protones con & 3.63, cuyo desplazamiento indicé la posicién geminal con respecto a un
heteroatomo y que se asigné al metileno en H28. En la Figura 22b, se observé una sefial
proporcional a dos protones doble de doble con & 3.26 (J= 18.8 y 10.2 Hz) asignada al
metileno H29. Con base a la comparacion de los datos obtenidos con la literatura
reportada, se sugiere que los compuestos se tratan de canofilol y 29a-hidroxifriedelan-
3-ona.5t 2

a) Canofilol

H28's

e

b) 29a-hidroxifriedelan-3-ona

H29 dd Had

J=18.8,10.2 Hz J=6.5 Hz, Him
T T T T T T T T T T T T T
3.7 35 3.3 2.6 24 2.2 2.0 1.8 1.6 14 1.2 1.0 0.8

(ppm)

Figura 22. Espectros RMN-'H de a) canofilol y b) 29a-hidroxifriedelan-3-ona (CDCls, 400
MHz).

En los espectros RMN-13C, (Figura 23) se corroboré la estructura triterpénica de los
compuestos. En cada espectro se observé una sefal con & 213.3, caracteristica de una
cetona en C3 del esqueleto friedelina. La presencia de un grupo hidroxilo en cada
compuesto, se corrobor6 por las sefiales en la region de 65 a 77 ppm. Para el cancfilol,
la sefial con & 68.0 se asignod a C28 y para 29a-hidroxi-3-friedelanona, la sefal con &
74.5 se asigné a C29.5% 62
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Figura 23. Espectros RMN-3C de a) canofilol y b) 29a-hidroxifriedelan-3-ona (CDCls,
100 MHz).

La comparacion de los datos espectroscépicos obtenidos para cada compuesto con los
reportados en la literatura, se presentan en las Tablas 4y 5.
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Tabla 4. Datos RMN-'H (400 MHz) y RMN-3C (100 MHZz) del canofilol en CDCls.

Canofilol Canofilol*®

Posicion 613C 6'H 613C

(ppm) (ppm, m, J en Hz) (ppm)
1 22.3 1.68, 1.96, m 22.1
2 416 2.31,2.38, m 41.3
3 213.3 - 212.6
4 58.3 2.25d,6.2 57.8
5 422 - 419
6 41.3 1.29,1.75 41.0
7 18.3 1.37,d,2.6;1.47,dd, 7.2, 18.1

2.0

8 52.6 142, m 52.2
9 375 - 37.3
10 59.6 1.54, m 59.1
1 34.6 1.27,1.47, m 35.3
12 30.2 1.35, m 29.9
13 38.2 - 39.1
14 - - 38.0
15 315 1.31,1.86, m 31.3
16 29.2 1.43,1.86,m 29.0
17 355 - 35.1
18 39.4 1.29d,55 39.2
19 35.4 1.30, m 344
20 28.2 - 27.9
21 31.3 1.40, m 314
22 33.2 - 33.2
23 6.8 0.88,d,6.7 6.7
24 14.6 0.72s 14.5
25 19.2 092s 18.2
26 19.3 1.13s 18.9
27 18.1 0.86 s 19.1
28 68.0 3.63s 67.0
29 32.8 0.99s 329
30 34.2 0.98s 34.2

*RMN-13C (125 MHz) en CDCls.
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Tabla 5. Datos RMN-!H (400 MHz) y RMN-*3C (100 MHz) de 29a-hidroxifriedelan-3-ona
en CDCls.

Posicion 290-hidroxifriedelan-3-ona 290-hidroxifriedelan-3-ona*62
O'H o 1C O'H 5 13C
(ppm, m, Jen Hz) (ppm) (ppm, m, Jen Hz) (ppm)
2 2.30,2.40 dd, 14.0, 5.1 414 237, m 41.6
3 213.2 212.2
4 2.24d,64 58.1 2.23q,6.8 58.3
5 42.0 42.2
9 374 375
13 38.9 40.0
14 38.7 38.3
17 324 29.8
20 34.3 33.2
23 0.87d,6.4 6.8 0.87d,6.8 6.8
24 0.72s 14.6 0.73s 14.7
25 0.88s 17.7 0.90s 17.9
26 0.90s 18.2 1.07s 18.4
27 1.07s 19.2 0.99s 20.4
28 1.19s 33.1 1.15s 32.1
29 3.26 dd, 18.8, 10.2 4.7 3.26 dd, 18.8, 10.2 74.6
30 0.98s 24.9 1.01s 259

RMN-*H y RMN-13C en CDCls.

El compuesto candfilol, ha sido aislado a partir del extracto metandlico del tallo de M.
diversifolia, y ha exhibido actividad antifangica contra C. albicans, Microsporum canis,
Fusarium oxysporum y Rhizoctonia solani, con un porcentaje de inhibicion de 15.45,
5.97, 1.90 y 25.9 respectivamente.354

De igual manera, ha sido aislado de otras especies de la familia Celastracea como el
caso de Elaeodendron buchananii en donde fue aislado a partir del extracto de acetato
de etilo y su actividad antimicrobiana fue probada en contra de Neisseria meningitidis
con un valor MIC de 31.25 pg/mL. También exhibio actividad contra S. aureus y S. albus
con MIC de 62.5 pg/mL.%

El compuesto 29a-hidroxifriedelan-3-ona, ha sido aislado previamente de un extracto
hexanico de las hojas de M. robusta, y en este caso fue probado en células de cancer
de mama determinandose un Clso de 11.0 puM.%5:67

66



Acido ortosfénico

El compuesto, se aislé como cristales en forma de agujas de color blanco. En su espectro
de RMN-'H (Figura 24), se pudieron observar seis sefiales correspondientes a protones
de grupo metilo, cinco de ellas simples con & 0.88, 0.92, 0.97, 1.02, 1.09y 1.17, una de
ellas doble con 6 0.92 y J=7.1 Hz perteneciente al Me 23, indicando la presencia de un
triterpeno friedelano. Se observaron dos sefales dobles & 3.58 y 4.05 (J=8.1 Hz), las
cuales se encuentran acopladas entre si y que por su desplazamiento sugieren que se
encuentran cercanas a un heteroatomo. Por otra parte, se observé una sefial doble de
doble con & 3.74 (J=4.8 y 1.2 Hz), atribuible al metino H2 geminal a un grupo hidroxilo y
que encuentra acoplado vecinal al proton en H1 (6 1.48, J=4.8 Hz). Comparando los
datos con la literatura, se hizo evidente que los desplazamientos en RMN-H son
similares al &cido ortosfénico.®®
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Figura 24. Espectro RMN-H del acido ortosfénico (MeOD, 400 MHz).

En el experimento de RMN-3C (Figura 25), se observaron 30 sefiales lo que confirmé
la presencia de un esqueleto triterpeno. Las sefales sobresalientes se encontaron en la
region de los carbonos unidos a oxigenos & 74.3 y 72.8 las cuales se asignaron a las
posiciones C2 y C24 respectivamente. También se observé una sefial con & 108.2 que
por su desplazamiento indica un carbono hemiacetalico asignado a C3. Finalmente se
observé una sefal con & 183.2 confirmando la presencia del acido carboxilico en C29.
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Figura 25. Espectro RMN-3C del &cido ortosfénico (MeOD, 100 MHz).

Parte importante de la descripcion de este compuesto fue corroborar si el puente de
oxigeno se encuentra sobre el anillo A, por lo que se utilizé el experimento NOESY 1D,
en donde se irradi6 H24 con & 4.05 y se observd una correlacion espacial con los
protones del Me 25 (6 0.97) el cual se encuentra en C9 con configuracién 3, segun lo
reportado por ruta biosintética (Figuras 26 y 27).

Figura 26. Estructura en 3D que muestra la correlacién espacial en el acido ortosfénico.
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Figura 27. Espectro NOESY 1D del acido ortosfénico.

A partir de los datos espectroscopicos analizados (Tabla 6), se determind que el
compuesto es el acido ortosfénico, el cual, ya ha sido previamente aislado en la especie
Maytenus royleanus.®®
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Tabla 6. Datos RMN-'H (400 MHz) y RMN-°C (100 MHz) del &cido ortosfénico en MeOD.

Acido ortosfénico

Acido ortosfénico*e

Posicion 6 13C 6'H 0 13C
(ppm) (ppm, m, J en Hz) (ppm)
1 28.9 1.63dd, 13.9,4.9 28.7
2 74.3 3.74dd, 4.9,1.0 74.2
3 108.2 - 108.1
4 474 1.95d,7.2 46.8
5 53.8 - 475
6 34.7 150, 1.78, m 34.0
7 20.3 1.48,1.15, m 19.7
8 48.4 1.36 m 50.4
9 38.1 - 37.5
10 48.5 1.54, m 53.3
11 35.3 1.34d, 4.15 34.7
12 30.1 1.53dd, 9.6, 4.6 29.5
13 40.2 - 39.6
14 40.2 - 39.3
15 30.2 1.31d, 7.1 29.7
16 374 1.37,1.72, m 36.7
17 31.0 - 30.5
18 46.0 1.56 m 44.8
19 314 1.56,2.38 m 30.9
20 415 - 40.7
21 31.2 2.12d,12.3 30.5
22 37.8 0.95;2.09d, 9.0 37.4
23 7.3 0.92d,7.2 8.4
24 72.8 3.58d,8.1;4.05d, 8.2 72.1
25 17.2 0.97s 16.9
26 16.8 0.88s 16.8
27 18.4 1.02s 18.1
28 32.3 1.04s 32.1
29 183.2 - 181.3
30 32.6 114's 32.3

*RMN-13C (100 MHz) en CsDsN.

El acido ortosfénico fue reportado en un extracto metandlico de las raices de M.
royleanus; sin embargo, no se report6 alguna actividad biolégica para el compuesto.®®
Por otra parte, el compuesto también se aisldé de la corteza de M. macrocarpa y fue
probado en células infectadas con VIH, tuvo un valor de ECso 10 ug/mL.%° El compuesto
también se ha obtenido en especies del género Salacia, especificamente en S.
macrosperma, de donde se aislé por primera vez del extracto etandlico de la corteza de

tallo.™
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21B-cafeoiloxifriedelan-3-ona

El compuesto, present6 una férmula molecular CsgHs60s determinada por espectrometria
de masas de alta resolucién. En su espectro de RMN-'H (Figura 28) se observaron ocho
sefiales atribuidas a protones metilos con & 0.71, 0.80, 0.88, 0.99, 1.13, 1.17, 1.27, y
1.30, de las cuales siete son singuletes y una doble con & 0.99 (J= 6.7 Hz), lo que indico
la presencia de un esqueleto friedelano. Se identificé una sefial doble de doble con &
5.35 (J= 12.3, 4.3 Hz) asignable a un proton geminal a heteroatomo. Asi mismo, se
observaron dos sefiales dobles correspondientes a un doble enlace trans con & 8.12 y
6.78 (J= 15.7 Hz). También se observo un sistema de protones aromaticos una sefial
que integro para dos protones & 7.28 y 7.29 como sefial multiple que se atribuyeron a
los protones H6' y H5’ y una senal doble con & 7.74 (J= 1.6 Hz) asignada a H2’ cuya J
indicoé un acoplamiento meta con H6’. Estos datos sugieren la presencia de un sistema
aromatico perteneciente al grupo cafeoiloxi.”* El espectro revel6 sefiales similares a las
de 21a-hidroxifriedelan-3-ona (Figura 20), la diferencia es la presencia del cafeoiloxi
sugiriendo la estructura del compuesto como 21B-cafeoiloxifriedelan-3-ona.
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Figura 28. Espectro RMN-'H de 21B-cafeoiloxifriedelan-3-ona (CsDsN, 400 MHz).

La férmula calculada por espectrometria de masas fue consistente con las 39 sefiales
de carbono observadas en el espectro RMN-3C, la sefial con & 212.2 confirmé la
presencia de un carbonilo cetona, también se identifico una sefial con & 76.5 asignada a
un carbono unido a un atomo de oxigeno. En la zona de los carbonos sp? se observaron
nueve sefales, seis de ellas pertenecientes a los carbonos de un anillo aromatico con &
1275, 116,3, 150.9, 148.2, 117.2 y 122.5 para C1’, C2’. C3, C4’, C5 y C6’; dos
pertenecientes al doble enlace trans con & 146.1 y 116.0 para C7’ y C8 y una
perteneciente un carbonilo éster con & 167.9, lo que confirmd la unidad cafeoiloxi como
sustituyente en la molécula.”™ (Figura 29).
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A partir de los experimentos de DEPT-135° y 90° se pudo confirmar la presencia de ocho
metilos, 13 metilenos y nueve metinos, entre las que destacé la sefal con & 76.0, asi
como nueve carbonos cuaternarios (Figura 29).
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Figura 29. Espectro a) RMN-3C, b) DEPT-135° y c) DEPT-90° de 21B-
cafeoiloxifriedelan-3-ona (CsDsN, 100 MHz).

La union del grupo cafeoiloxi a la estructura base se determiné por medio del
experimento HMBC, en donde pudo observarse la correlacion del protéon H21 (& 5.35)
con el carbono del éster (& 167.9) de la unidad cafeoil, ademas se corroboré la posicién
H21 al observarse correlacion con los carbonos C20 (6 32.6), C22 (6 44.5), C30 (& 27.0).
(Figura 30).
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Figura 30. Correlaciones en el experimento HMBC de 21B-cafeoiloxifriedelan-3-ona

La estereoquimica relativa del éster en C21 se determin6 basédndose en el experimento
NOESY 1D, en donde se observé efecto NOE entre H21 (d 5.35) con Me29 (6 1.27), el
cual, por ruta biogenética se encuentra en una orientacion a sobre C20. (Figura 31). El
compuesto se determiné como 21B-cafeoiloxifriedelan-3-ona. (Tabla 7).
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Figura 31. Espectro NOESY 1D de 21p3-cafeoiloxifriedelan-3-ona.
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Tabla 7. Datos RMN-'H (400 MHz) y RMN-3C (100 MHz) del 21B-cafeoiloxifriedelan-3-
ona en CsDsN.

21pB-cafeoiloxifriedelan-3-ona 210-hidroxifriedelan-3-ona*s
Posicion O'H o 13C O'H 13C
(ppm, m, J en Hz) (ppm) (ppm, m, Jen Hz) (ppm)
1 1.85, 1.65 22.9 1.97,1.68 qd, 13.1,5.0 22.3
2.37q,6.9;2.27, dd, 42.0 2.291d, 14.0, 7.1; 2.40 ddd, 415
13.8, 3.7 14.0,5.0,1.6
3 212.2 213.2
4 2.25,d,6.7 58.4 225,q,75 58.2
5 425 42.0
6 1.62,1.72 415 1.3-1.6 41.2
7 1.29,1.38 18.9 1.3-1.6 18.0
8 1.36 52.6 1.3-1.6 51.5
9 38.0 37.5
10 1.51 59.7 1.3-1.6 59.5
11 1.24,1.39 35.9 1.3-1.6 35.3
12 1.31 30.9 1.3-1.6 30.2
13 394 39.0
14 39.9 38.8
15 1.30, 1.40 3.7 1.3-1.6 304
16 1.47,1.73 37.1 1.3-1.6 36.1
17 32.6 325
18 1.54 44 1 1.3-1.6 443
19 1.56 36.6 1.4-1.6 35.9
20 34.5 344
21 5.35,d,12.3,4.3 76.0 3.69dd,12.1,4.2 74.3
22 1.38, 1.86 445 1.71,112.4;1.23,dd, 12.8,4.2 47.0
23 0.99,d,6.7 7.7 0.87d,6.1 6.8
24 0.71s 15.1 0.72s 14.6
25 0.80s 18.5 0.87s 17.7
26 0.88s 19.3 0.90s 18.2
27 112s 19.7 1.07s 19.3
28 1.30s 33.2 1.19s 33.1
29 127 s 315 111s 31.9
30 117 s 27.0 0.99s 24.9
1 127.5
2 7.74,d, 1.65 116.3
3 150.9
4 148.2
5 7.28m 117.2
6 7.29m 122.5
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7 8.12,d,15.7 146.1
8 6.78,d, 15.7 116.0
9 167.9

*RMN-TH (500 MHz) y RMN-22C (125 MHz) en CDCls.

29a-cafeoiloxifriedelan-3-ona

El compuesto, se obtuvo como un polvo de color blanco. En su espectro de RMN-!H
(Figura 32) indicé la presencia de siete sefiales asignadas a protones metilos con 6 0.70,
0.79, 0.98, 0.9. 1.06, 1.20 y 1.23, de las cuales, seis son singuletes y una doble con &
0.98 (J= 6.6 Hz), esta sefial indico un esqueleto triterpeno friedelano, que se caracterizan
por presentar ocho metilos en su estructura; sin embargo, solo se observaron siete lo
que sugirié que la molécula se encuentra sustituida en uno de ellos. Se observa una
sefial simple ancha que integré para dos protones con & 4.13 cuyo desplazamiento indico
gque se encuentra unida a un heteroatomo. Se identificaron dos sefiales asignables a un
enlace trans con 6 6.89y 8.11 (J= 15.7 Hz) y un sistema aromatico de sefales simples
con & 7.27, 7.29 y 7.70, las cuales se atribuyeron a los protones H6', H5 y H2
respectivamente e indicaron la presencia de una unidad cafeoil.”* El experimento RMN-
IH present6 sefiales similares a las de 29a-hidroxifriedelan-3-ona (Figura 22). A partir
de esto, se sugirio la estructura del compuesto como 29a-cafeoiloxifriedelan-3-ona.
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Figura 32. Experimento RMN-'H de 29a-cafeoiloxifriedelan-3-ona (CsDsN, 400 MHz).

El espectro de RMN-C (Figura 33), permitié confirmar la estructura triterpénica con el
sustituyente cafeoiloxi debido a que observaron 39 seinales. La sefial con d 212.3 se
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asigno6 a un carbonilo cetona y la sefal con & 74.6 que por su desplazamiento indicé un
carbono unido a oxigeno. En la zona de los carbonos sp? se identificaron nueve sefiales
pertenecientes a una unidad cafeolil, entre las que destaco el carbonilo del éster con &
168.3.™

A partir de los experimentos de DEPT-135° y 90° se pudieron identificar siete metilos, 12
metilenos, entre las que destacé la senal con & 74.6, nueve metinos y finalmente 11
carbonos cuaternarios. (Figura 33).
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Figura 33. a) Experimento RMN-13C, b) experimento DEPT-135 y c) experimento DEPT-
90 de 29a-cafeoiloxifriedelan-3-ona (CsDsN, 100 MHz).

La asignacion del grupo cafeoil a C29 estuvo determinada por medio del experimento
HMBC, en donde se observaron correlaciones entre los protones del metileno H29 (&
4.13) con los carbonos C19 (6 30.8), C30 (6 27.1) y al éster del cafeato C9’ (5 168.3).
(Figura 34).
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Figura 34. Correlaciones en el experimento HMBC de los protones H29.

El compuesto identificado como 29a-cafeoiloxifriedelan-3-ona se reporté como nuevo
para la literatura. (Tabla 8).
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Tabla 8. Datos RMN-!H (400 MHz) y RMN-*3C (100 MHz) de 29a-cafeoiloxifriedelan-3-
ona en CsDsN.

Posicion 29a-cafeoiloxifriedelan-3-ona 290-hidroxifriedelan-3-ona*s’
O'H o 1C O'H 5 13C
(ppm, m, Jen Hz) (ppm) (ppm, m, Jen Hz) (ppm)
1 1.57,1.81,m 22.8 1.97m 22.2
2 231,243, m 42.0 2.37m 415
3 212.3 213.3
4 2.24,d,6.7 58.3 2.23,09,6.8 58.1
5 42.6 421
6 1.15,1.61,m 41.6 1.77m 41.2
7 0.98,1.33, m 18.9 1.41m 18.2
8 133, m 53.7 1.40m 53.0
9 37.9 374
10 147, m 59.1 1.54 m 504
1 1.18,1.36, m 36.1 1.58 m 355
12 1.30m 31.8 1.51m 29.7
13 39.9 39.7
14 38.8 38.3
15 126,147, m 33.1 1.49m 32.1
16 1.35,1.59, m 36.6 1.22m 29.7
17 31.0 29.9
18 1.65, m 42.6 1.51m 42.6
19 1.06, 1.66, m 30.8 1.43m 30.5
20 32.6 33.3
21 1.43,1.55, m 28.9 1.19m 28.1
22 0.99, 1.52, m 39.9 1.66 m 39.7
23 0.98,d,6.7 7.7 0.87,d,6.8 6.8
24 0.70s 15.1 0.73s 14.6
25 0.79s 18.3 0.90s 18.0
26 1.00s 21.2 1.07s 18.5
27 1.06 s 19.1 0.99s 19.9
28 1.23s 32.7 1.15s 32.1
29 413 sa 74.6 3.35,3.43,d,104 28.9
30 1.20's 271 1.01s 28.9
1 127.4
2 7.70s 116.4
3 150.9
4 146.4
5 7.29sa 117.2
6 7.27 sa 122.5
7 8.11,d,15.8 146.4
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8 6.89,d, 15.8 115.6
9 168.3

*RMN-IH (400 MHz) y RMN-23C (100 MHz) en CDCls.

22a-cafeoiloxi-3B-hidroxifriedelan-6-ona

El compuesto se aislé como un polvo de color blanco. En el espectro de RMN-!H (Figura
35), se observaron ocho sefiales simples asignables a protones metilos con & 0.85, 0.86,
1.03, 1.07, 1.15, 1.25, 1.28 y 1.98, cuyo desplazamiento sugiri6 que el metilo se
encuentra enlazado a un carbono sp® Debido a la ausencia de un metilo doble
caracteristico en los triterpenos friedelanos, se sugirié que la molécula se encuentra
funcionalizada por un doble enlace. Por otra parte, se observé una sefial doble de doble
proporcional a un protén con & 5.35 (J=12.3, 4.3) que por su desplazamiento sugirié que
se encuentra geminal a un heteroatomo. Asi mismo, se observaron dos sefiales dobles
correspondientes a un doble enlace trans con © 8.09 y 6.73 (J= 15.8 Hz) y un sistema de
protones aroméaticos una sefial multiple proporcional a dos protones & 7.26 que se
atribuyé a los protones H5 y H6’ y una sefial doble con & 7.71 (J= 1.7 Hz) asignada a
H2’ cuya J indico un acoplamiento meta con H6’. Estos datos sugieren que la molécula
esta sustituida por el éster del acido cafeico.”
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Figura 35. Experimento RMN-H de 22a-cafeoiloxi-3B-hidroxifriedelan-6-ona (CsDsN,
400 MHz).

El esqueleto triterpénico y la sustitucion de la unidad cafeoil fue confirmada por el
experimento RMN-3C en donde se pudieron observar sefiales pertenecientes a
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carbonos sp? en la zona de 116.0-170.0 ppm adicional a estas, se observaron dos con &
145.0 y 140.5 pertenecientes a la funcionalizacion del doble enlace. En el espectro se
identificaron dos senales pertenecientes a carbonilo una con d 168.0 asignada al éster
del cafeato y otra con & 195.3, atribuida a una cetona a,B-insaturada; adicional a esta,
se observé una sefial con d 76.5 perteneciente a un carbono unido a oxigeno. (Figura
36).

195.3
168.0
—145.0
—1405
76.5

21
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Figura 36. Experimento RMN-*C de 22a-cafeoiloxi-3B-hidroxifriedelan-6-ona (CsDsN,
100 MHz).

La asignacion de la cetona (6 195.3) en C2, se determin6 por medio del experimento
HMBC, en donde se observaron correlaciones de los protones H1 (& 2.58) con los
carbonos C2 (8 195.2), C5 (6 39.9) y C10 (6 56.2). Por otra parte, la posicion del doble
enlace fue establecida en el anillo A debido a correlaciones entre los protones del Me 23
(6 1.95), con los carbonos C2 (6 195.3), C3 (6 145.0), C4 (& 140.5), C5 (6 40.0) y C24 (&
19.3). (Figura 37).
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Figura 37. Correlaciones en el experimento HMBC de 22a-cafeoiloxi-3p-hidroxifriedelan-

6-ona.

Finalmente, la asignacion de la sustitucién del grupo cafeoil, se establecié en C21 a partir
de correlaciones en el experimento HMBC entre el protén H21 (6 5.30) con los carbonos
en el anillo E: Me 29 (6 31.5), Me 30 (& 27.0), C20 (d 34.4), C22 (5 44.5) y el carbonilo
éster C9’ (6 167.9). (Figura 38).
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Figura 38. Correlaciones en el espectro de HMBC de 22a-cafeoiloxi-3p-hidroxifriedelan-

6-ona.
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El experimento NOESY 1D, permitié determinar la estereoquimica relativa del éster en
C21 como B, al observarse efecto NOE entre el proton H21 (& 5.30) y los protones del
Me 29, los cuales, por ruta biogenética se encuentran en orientacion a. Figura 39.
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Figura 39. Experimento NOESY 1D de 22a-cafeoiloxi-3B-hidroxifriedelan-6-ona.

A partir de los datos obtenidos en los experimentos de RMN, se sugiere que el
compuesto guarda una relacion con su analogo 3-hidroxifriedelan-3-en-2-ona, en donde
se observa la ausencia del grupo cafeoiloxi, por lo que se identific la estructura del
compuesto como 21B-cafeoiloxi-3-hidroxifriedelan-3-en-2-ona. (Tabla 9).72

OH
OH

3-hidroxifriedelan-3-en-2-ona 21B-cafeoiloxi-3-hidroxifriedelan-3-en-2-ona
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Tabla 9. Datos RMN-'H (400 MHz) y RMN-C (100 MHz) de 21B-cafeoiloxi-3-
hidroxifriedelan-3-en-2-ona en CsDsN.

Posicion 22a-cafeoiloxi-3B-hidroxifriedelan-6-ona 3-hidroxifriedelan-3-en-2-ona*72
O'H o1C O'H 5 13C
(ppm, m, J en Hz) (ppm) (ppm, m, Jen Hz) (ppm)
1 254 m 34.1 2.42,dd,17.4,14.4; 252, 321
dd, 17.4,3.6
2 195.3 195.0
3 145.0 142.5
4 140.5 140.7
5 40.0 39.7
6 1.19,1.75m 39.0 1.78,1.92,dd, 12.6,54 38.4
7 1.37m 18.7 1.42,1.50 17.9
8 1.24m 52.2 1.30 52.6
9 37.3 36.7
10 1.66 m 56.2 1.33 55.7
11 1.00,1.18 m 35.0 1.30, 1.33 34.7
12 1.18 m 30.6 1.36 30.2
13 39.9 39.5
14 39.1 38.2
15 1.31m 315 1.30, 1.52 32.3
16 1.40,1.49m 36.5 1.41,1.55 35.9
17 325 30.0
18 147 m 441 1.54 42.7
19 141m 371 1.20, 1.42 35.3
20 344 28.1
21 5.35,dd, 12.5,4.3 76.5 1.48 32.7
22 1.32,1.79m 44.5 1.49 39.2
23 198s 11.1 1.81 10.3
24 1.03s 19.3 1.09 17.6
25 0.85s 18.2 0.93 18.5
26 0.86s 19.1 1.04 18.8
27 1.07s 19.6 0.98 20.0
28 128s 33.2 1.18 321
29 1.15s 315 0.99 3.7
30 111s 27.0 0.94 34.9
1 127.5
2 7.71,d,1.7 116.3
3 130.9
4 148.2
5 7.26 m 117.2
6 7.26 m 122.5
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7 8.09, d, 15.8 146.1
8 6.73,d, 15.8 116.0
9 168.0

*RMN-TH (600 MHz) y RMN-22C (125 MHz) en CDCls.

El compuesto base 3-hidroxifriedelan-3-en-2-ona, fue aislado a partir de un extracto
metandlico de la especie Amillaria mellea. El estudio resultd significativo ya que se
presentd por primera vez triterpenos de tipo friedelanos en organismos fungicos.”?

Se tienen reportes del compuesto en la especie Garcinia huntasaenii, (Clusiaceéea) de
donde se aisl6 de un extracto hexanico en las raices.”® En especies de la familia
Celastracea, no se tienen reportes de 3-hidroxifriedelan-3-en-2-ona ni del compuesto
aislado 21B-cafeoiloxi-3-hidroxifriedelan-3-en-2-ona, por lo que se presenta como nuevo
para la familia y el género Maytenus.

La sustitucién en la unidad aromatica de los compuestos fue determinada inicialmente a
partir de experimentos RMN-'H realizados en la mezcla de disolventes CDCl;-MeOD
(1:1) en donde se pudieron observar dos sefiales dobles con 6 6.14 y 7.45 (J= 15.8 Hz)
cuya J indicé un acoplamiento trans por lo que se atribuyeron a los protones H8’ y H7’
respectivamente. También se observdé un sistema de tres sefales de protones
aromaticos cuyas constantes de acoplamiento revelaron que se encuentran acopladas
entre si, para H5 se obtuvo una sefial doble J= 8.1 Hz que se encuentra acoplada orto
con H6’, la cual se desdoblé como un doble de doble J= 8.1, 1.8 Hz indicando un
acoplamiento orto con H5’ y meta con H2’, ésta ultima se observé como un doble con J=
1.8 Hz, corroborando el acoplamiento meta con H6’. Los experimentos se realizaron en
CsDsN debido a la baja solubilidad de los compuestos, ademas, se pretendié que los
desplazamientos quimicos sean referenciados a un Unico disolvente con la finalidad de
evitar variaciones debidas a la proporciones de los disolventes en la mezcla CDCI3-
MeOD (Figura 40).
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Figura 40. Experimentos RMN-H con el patrén de sustituciéon del acido cafeico de a)
21B-cafeoiloxifriedelan-3-ona, b) 29a-cafeoiloxifriedelan-3-ona y c¢) 21B-cafeoiloxi-3p-
hidroxifriedelan-6-ona (CDCl;-MeOD, 400 MHz).

22a-cafeoiloxi-3B-hidroxifriedelan-6-ona

El compuesto, se aislé como un sélido de color blanco. En su espectro de RMN-'H se
observaron siete sefales simples de protones metilos angulares con & 0.71, 0.87, 0.96,
1.02, 1.12, 1.13 y 1.31, también se observé una sefial doble con & 0.95 J= 6.5 Hz,
indicando la presencia de un triterpeno friedelano. Seguidamente, se identificaron dos
sefales geminales a heteroatomo: una sefal triple con d 4.11 (J= 9.0 Hz) y otra sefal
doble de doble con 6 5.05 (J=12.9, 4.2 Hz). En la zona de los protones unidos a carbono
sp? se observaron dos sefiales atribuidas a un doble enlace trans con & 6.25 y 7.54 (J=
15.9 Hz) asi como también tres sefiales de un sistema ABC de anillo aromatico & 6.87
(J=8.1Hz), 7.01 (J= 8.1, 1.7 Hz) y 7.08 (J= 1.7 Hz) las cuales se encuentran acopladas
orto, orto/meta y meta respectivamente y se atribuyeron a una unidad cafeoil.”*(Figura
41).

85



Cafeato

[

H6' dd,
H7'd, |9=81.17 H8' d,
J=150Hz| Hz J=15.9 Hz

\

5.05

411

JHf dﬁ; Hs' d H22, dd H3, t
=1. , = J=9.0 Hz
1=8.1 Hz J 12.]42 Hz ‘ LU b
N L
‘; 5 ‘;.0 6‘ 5 5.5 5‘.0 4‘.5 4‘.0 3‘.5 3‘.0 2‘.5 2‘.0 1‘.5 1‘.0

Figura 41. Experimento RMN-'H de 22a-cafeoiloxi-3B-hidroxifriedelan-6-ona (CDCls,

400 MHz).

En el experimento RMN-C (Figura 42), se observaron 39 sefiales entre las que se
identificaron dos para carbonilo: una con & 221.4 asignada a una cetona y otra con d
167.3 perteneciente al éster cafeato. En la zona de los carbonos sp?, se observaron ocho
sefales pertenecientes a la unidad cafeoil. Asi mismo, se identificaron dos sefales de
carbonos unidos a oxigeno con 6 74.9y & 76.4.

A partir de los experimentos DEPT-135° y 90° se pudo confirmar la presencia de siete

(ppm)

metilos, nueve metilenos, 11 metinos y 12 carbonos cuaternarios. (Figura 42).
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Figura 42. a) Experimento RMN-*C, b) DEPT-135° y ¢c) DEPT-90° (CDCls, 100 MHz).

La asignacion del grupo OH en C3, se establecié por medio del experimento COSY,
donde el protéon H3 (8 4.11) correlaciond con los protones del metileno en C2 (6 1.55 y
2.45), corroborando el sistema de spin en el anillo A. (Figura 43).

H3
—_—
H2b
ogo-
1
1
1
1
1
1
1
1
H2a @
4
H3  —= o
o .
E 4.5

Figura 43. Correlaciones en el experimento COSY.
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Por otra parte, la presencia de la cetona en el anillo B, fue asignada por correlaciones
observadas en el experimento HMBC del metino H4 (6 2.29) con C5 (6 43.0) y la cetona
en C6 (6 212.4), asi mismo, los protones del Me 23 (6 0.97) confirmaron esta posicion al
observar correlacion con los carbonos C4 (6 55.4), C5, C6 y C10 (6 52.4). (Figura 44).
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Figura 44. Correlaciones en el experimento HMBC de 22a-cafeoiloxi-3p-hidroxifriedelan-
6-ona.

Finalmente, la posicién de la unidad cafeoil fue asignada a C22 mediante el experimento
HMBC debido a correlaciones de los metilos Me 28 (& 1.13) y Me 30 (6 1.02) con el
carbono con & 76.4. (Figura 45).
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Figura 45. Correlaciones en el experimento HMBC de 22a-cafeoiloxi-33-hidroxifriedelan-
6-ona.

La configuracion relativa del grupo hidroxilo en C3 fue establecida como (3, por ruta
biogenética y debido a que el protén H3 (& 4.11) no mostré acoplamiento con H4a (o
2.29), lo que sugiere que el angulo diedro entre estos dos protones es cercano de 30-
45°, colocandolos a ambos en posicion ecuatorial y por lo tanto a H3 en a, de lo contrario,
se observaria para H3[3 una sefial doble de triples con un valor de J ax-ax, que rondan
desde 8-16 Hz.

La configuracion relativa del cafeoil se determind mediante el experimento NOESY 1D,
en donde se pudo observar un efecto NOE entre el protén H22 (& 5.05) y los protones
de Me 28 (6 1.13) y Me 30 (6 1.02), los cuales por ruta biogenética se encuentran
orientados 3, acufiando la orientacion del cafeato como a en C22. (Figura 46).

89



5.06

<

)

W

> S
£
—1.13
—1.03

S - .
\)\ N7 S "-—/\/ \J H228
)%\\ \ ,\?\r'/ ) . )
N _L\
A
¢ s Me28B
f Me308

L B L e e s B s e e B L B
5.1 4.8 4.5 4.2 3.9 3.6 3.3

H22B

T T T T T
3.0 2.7 2.4 2.1 1.8 1.5 1.2
(ppm)

Figura 46. Experimento NOESY 1D de 22a-cafeoiloxi-3p3-hidroxifriedelan-6-ona.

Esta informacién en conjunto con las conectividades y correlaciones observadas en los
experimentos HSQC, HMBC y COSY, permitieron la asignacioén total de las sefiales para
protones y para carbonos que se ilustran en la Tabla 10, por lo cual, se propone que la
estructura tiene un esqueleto 3-friedelanol sustituido por una cetona en C6 y una unidad
cafeoiloxi en C22, por lo que la estructura se identific6 como 22a-cafeoiloxi-383-
hidroxifriedelan-6-ona, la cual, no ha sido previamente reportado en la literatura.
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Tabla 10. Datos RMN-'H (400 MHz) y RMN-3C (100 MHz) de 22a-cafeoiloxi-3B-
hidroxifriedelan-6-ona en CDCl.

22a-cafeoiloxi-3B-hidroxifriedelan-6-ona 3a-cafeoiloxifriedelan-7-ona*™

Posicion 5 'H 5 13C 5 'H 5 13C

(ppm, m, J en Hz) (ppm) (ppm, m, Jen Hz) (ppm)
1 1.40,1.52 m 18.1 1.49,1.76 m 19.6
2 1.55,2.45m 324 1.44,2.33m 324
3 411,1,9.0 74.9 4.74,1d,10.6,4.6 74.4
4 2.29,q,6.5 55.4 1.66 m 50.2
5 43.0 445
6 2124 2.20,2.29,d,12.0 57.7
7 1.30,1.29 m 411 2119
8 1.57 m 56.4 277s 63.8
9 37.3 42.8
10 141 m 52.4 1.62m 59.8
11 1.30m 35.3 148 m 36.4
12 1.38m 30.2 1.34m 30.1
13 39.2 39.5
14 38.4 37.6
15 1.32,1.40m 31.1 1.13,1.94m 32.0
16 1.50,1.71m 36.4 1.37Tm 35.7
17 33.6 30.3
18 1.60 m 43.3 1.60 m 42.0
19 1.59m 35.7 1.22,1.36 m 35.1
20 311 28.2
21 1.33,1.80 m 43.6 127,149 m 33.0
22 5.05,dd, 12.9,4.2 76.4 0.93,1.49m 38.8
23 0.95,d,6.5 6.5 0.78d,6.5 10.2
24 0.71s 14.6 0.89s 14.9
25 0.87s 18.1 0.88s 19.5
26 0.96s 18.7 1.04s 18.4
27 112s 18.9 141s 19.6
28 113s 30.8 1.18s 317
29 1.31s 32.6 0.95 34.7
30 1.02s 26.3 0.99 322
1 127.7 127.7
2 7.08,d,1.8 114.1 7.10,d,1.8 114.3
) 143.1 143.9
4 145.9 146.2
5 6.87,d, 8.1 115.4 6.88,d, 8.2 115.5
6 7.01,dd,8.1,1.7 122.3 7.00,dd,8.2,1.8 1224
4 7.54,d,15.9 144 1 7.56,d,15.8 144.6
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g 6.25,d, 15.9 116.3 6.25,d, 15.8 116.1
9 - 167.3 -- 167.21
*RMN-IH (600 MHz) y RMN-23C (125 MHz) en CDCls.

Un compuesto similar llamado 3a-(E)-cafeoiloxifriedelan-7-ona, ha sido aislado del
extracto diclorometanico de las raices de la especie Drypetes hoaensis, con la diferencia
que el grupo cetona se encuentra en C7 del esqueleto friedelano y el cual, mostré
actividad contra células cancerigenas de higado (HepG2) con un Clspde 0.1 pM.™

N

HO
OH

3a-(E)-cafeoiloxifriedelan-7-ona

Triterpenos metilénquinonas

Tingenona

El compuesto, se aislé como una laca de color naranja. En su espectro de RMN-!H
(Figura 47), se observaron seis sefiales para protones metilos, cinco de ellas simples
con & 0.96, 1.00, 1.34, 1.50 y 2.22 y una senal doble con & 0.99, J= 6.4 Hz. También se
observé un sistema ABC de tres protones vinilicos caracteristico de un sistema
metilenquindnico con & 6.54 como sefnal simple, & 7.04 y 6.37 como sefiales dobles
acopladas entre si (J= 7.2 Hz). El espectro, present6 sefiales caracteristicas del
compuesto tingenona o0 maytenina que ha sido aislado mayoritariamente en especies de
la familia Celastracea.’™
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Figura 47. Espectro RMN-'H del tingenona (CDCls, 400 MHz).

En el espectro de RMN-3C (Figura 48), se pudieron observar 28 sefiales de carbono, lo
que indicéd la presencia de un bis-nortriterpeno metilénquinona. Entre las sefales
representativas de este tipo de compuestos, son 10 pertenecientes a carbonos sp? tres
de ellas metinos con & 119.6, 133.7 y 118.0, dos sefales asignadas a carbonilos cetona
con 6 213.6 y & 178.3 para una cetona a, B-insaturada caracteristica del anillo A. Las
sefiales restantes pertenecen a los carbonos cuaternarios distribuidos en los anillos Ay
B del sistema metilenquinoénico: & 146.0, 117.2, 127.6, 168.8 y 164.7.

213.7
1338
1197
~118.1

210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 ( 11()) 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
ppm

Figura 48. Espectro RMN-*C de tingenona (CDCls, 100 MHz).

A partir de los datos espectroscépicos analizados, los cudles se presentan en la Tabla
11 se determiné al compuesto como tingenona o maytenina.”
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Tabla 11. Datos RMN-1H (400 MHz) y RMN-3C (100 MHz) de la tingenona en CDCls.

Tingenona Tingenona**

Posicion 6'H 6 13C 0'H 5 13C

(ppm, m, J en Hz) (ppm) (ppm, m, J en Hz) (ppm)
1 6.54, s 119.8 6.55d,1.2 119.8
2 178.3 1784
3 146.0 146.1
4 117.2 1171
5 127.6 127.8
6 7.04,d,7.2 133.7 7.04,dd, 7.3,1.2 133.5
7 6.37,d,7.2 118.0 6.39,d,7.3 118.1
8 168.8 168.6
9 42.6 42.7
10 164.7 164.7
11 2.00,2.25, m 33.6 2.03,2.26 33.8
12 1.24,1.84, m 29.8 1.89, 1.82 30.0
13 40.5 40.6
14 44.5 447
15 1.65,1.78, m 28.3 1.81, 1.66 28.5
16 1.88,1.93, m 35.3 1.46, 1.92 35.5
17 38.1 38.2
18 1.65, m 43.4 1.67,d,7.0 43.6
19 2.19,1.74, m 31.9 2.20,1.77 32.1
20 249q6.4 41.8 2.50ddq, 13.5,7,6.5 41.9
21 213.6 2135
22 2.90,1.85,d, 14.3 524 2.92,1.86d, 14.5 52.5
23 2225 10.2 2.33s 10.3
25 150s 38.9 151s 39.1
26 1.34s 21.4 1.35s 21.6
27 0.96s 19.6 0.98s 19.7
28 1.00s 324 1.02s 32.6
30 0.99,d,64 15.0 1.00,d, 6.5 15.1

*RMN-1H (399.98 MHz) y RMN-13C (100.57 MHz) en CDCls.

La tingenona ha sido ampliamente reportada en la familia Celastracea. En especies del
género Maytenus ha sido aislada en raices de M. spinosa,’” M. catingarum, M.
amazonica,’® M. bleharodes, M. canariensis entre otras, por lo tanto, se ha atribuido el

nombre “maytenina” en honor al género.”’

Las actividades biolégicas que ha mostrado la tingenona son citotoxicas, antimicrobianas
y antialimentaria contra los depredadores o patdgenos externos, inhibiendo el
crecimiento de la larva Cydia pomonella (L.) en especies del género Maytenus.”® "7
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En un estudio fitoquimico de Hippocratea excelsa se aislé tingenona a partir de un
extracto de Hx-Et,O de corteza de raiz y se probé la actividad antigiardiasica, donde se
obtuvo un valor de Clso 0.11 pM, comparada con el metronidazol que tiene una actividad
Clsp 1.23 uM lo que la hace una molécula prometedora para el tratamiento de Giardia
intestinalis, la desventaja es la alta citotoxicidad del compuesto.’

La propiedad citotoxica de la tingenona ha servido para demostrar que es un agente
prometedor para el tratamiento de céncer y antitumoral. En un estudio, la tingenona
mostrd actividad citotoxica contra células cancerigenas de mama (LM3) y pulmén (LPQO7)
obteniendo un Clso de 2 uM. Estudios de relacion estructura-actividad, sugieren que los
anillos A y B contienen un sistema carbonilo a, B-insaturado esencial para la actividad
citotoxica observada. La interaccion que se da entre estas posiciones y residuos
acetilcisteina sugiere un posible mecanismo de accién.”

Escutiona

El compuesto, fue aislado como una laca de color rojo. En su espectro de RMN-!H
(Figura 49), present6 seis sefiales correspondientes a protones metilicos cinco de ellas
singuletes con & 0.96, 1.07, 1.24, 1.69 y 2.27 y una sefial doble con ©1.09 (J= 6.5 Hz).
Se identificaron tres sefiales indicando un sistema ABC de tres protones olefinicos con
0 6.59 como sefial simple y dos protones 8 7.18 y 6.25 (J= 6.8 Hz) ambas como sefiales
dobles acopladas orto. El patron de sefiales observadas es muy similar a las sefiales
vistas en el espectro RMN-!H de la tingenona (Figura 47), por lo que se propuso la
estructura del compuesto como escutiona un derivado de la tingenona. Este compuesto
presenta una insaturacion adicional en el anillo D de su estructura, lo que causa una
variacion en los desplazamientos de los metilos.2°
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Figura 49. Espectro RMN-'H de escutiona (CDCls, 400 MHz).

El espectro de RMN-3C del compuesto (Figura 50), confirmé la presencia de un bis nor-
triterpeno debido a que se observaron 28 sefales para atomos de carbono. Como Se
mostraron sefiales muy similares al espectro RMN-3C de la tingenona (Figura 48)
corroborando la similitud entre estos compuestos la diferencia se encontrd
principalmente en la zona de los carbonos sp? en donde se observaron dos sefiales
adicionales en el espectro de la escutiona con & 135.4 y 127.9. Se encontraron dos
sefiales para carbonilo cetona, una alifatico con & 213.9 y otra para cetona a, B-
insaturada con & 178.0, diez carbonos olefinicos, de los cuales, ocho pertenecen al
sistema metilenquinénico en los anillos Ay B con 8 119.9, 146.2, 116.8, 127.8, 134.5,
122.0, 158.6 y 159.7.
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Figura 50. a) Espectro RMN-3C de tingenona (CDCls;, 100 MHz) y b) espectro RMN-3C
de escutiona (CDCls, 100 MHZz).

A partir de los datos observados en los experimentos RMN-'H y RMN-13C (Tabla 12), se
determiné que el compuesto se trata escutiona, un triterpeno metilénquinona aislado de
la especie Maytenus scutioides.®°
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Tabla 12. Datos RMN-'H (400 MHz) y RMN-3C (100 MHz) de la escutiona en CDCls.

Escutiona Escutiona*30

Posicion 5'H 6 13C 0'H 513C

(ppm, m, J en Hz) (ppm) (ppm, m, J en Hz) (ppm)
1 6.59, s 119.9 6.60, s 120.0
2 178.0 178.1
3 146.2 146.3
4 116.8 116.8
5 127.8 128.1
6 7.18,d,6.7 1345 7.18,d,6.8 1344
7 6.25,d,6.7 122.0 6.26,d, 6.8 122.1
8 158.6 158.6
9 441 442
10 159.7 159.7
1 1.86,1.97, m 35.9 36.0
12 1.85,2.13, m 31.7 31.8
13 41.9 421
14 135.4 135.6
15 127.9 127.9
16 1.92,2.12, m 45.4 45.6
17 36.2 36.3
18 1.60, m 477 47.8
19 172,194, m 37.6 37.8
20 2.46 m 41.5 247, m 41.7
21 213.9 213.8
22 2.69,d,14.4 49.6 2.71,d,14.6 49.8
23 2.27s 10.4 2.28s 10.4
25 124s 28.5 1.26s 28.5
26 169s 21.2 1.71s 21.3
27 1.07s 23.0 1.08s 23.1
28 0.96s 30.0 0.98s 30.2
30 1.09,d, 6.5 15.9 1.10,d, 6.6 16.0

*RMN (200 MHz) y RMN-3C (50 MHz) en CDCla.

Como se menciond anteriormente, el compuesto fue aislado por primera vez de la
especie M. scutioides de un extracto de hexano-Et,O en la corteza de raiz; la actividad
antimicrobiana se determind, obteniéndose que el efecto de escutiona esta limitado a
bacterias Gram-positivas, ademas de que es inactiva contra bacterias Gram-negativas y
C. albicans a 20 pg/mL.%°

Debido a la similitud que presenta con tingenona, en donde difiere inicamente por el
doble enlace en C14-C15, en un estudio compararon sus actividades antimicrobianas y
el resultado fue que el valor MIC de la tingenona contra Bacillus subtilis es tres veces
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mayor que el de escutiona, indicando que el doble enlace causa una disminucién en la
actividad y que juega un rol importante para esta misma.®

También, se evalud la actividad citotoxica de escutiona contra tres lineas celulares
cancerigenas: Hela, Hep-2 y Vero obteniéndose valores de 4.9, 5.6 y 7.2 pg/mL,
demostrando la fuerte actividad que presenta el compuesto para la linea celular HeLa.®

El compuesto también se ha reportado en raices de las especies M. macrocarpa y M.

vitis-idaea, siendo aislada de esta Ultima a partir de un extracto de ciclohexano-Et,O.8%
38

20a-hidroxiescutiona

El compuesto se aislé6 en forma de una laca color roja. En su espectro de RMN-H
(Figura 51), presentd seis sefiales simples para protones metilicos con & 0.88, 1.22,
1.27, 1.30, 1.76 y 2.26. Se observOo el sistema caracteristico de triterpenos
metilénquinona, el cual es un sistema ABC de tres protones vinilos con & 6.59 como
sefial simple y & 7.16 y 6.18 como sefales dobles (J= 6.8 Hz) acopladas orto entre si. El
patrén de sefales observadas en el experimento reveld similitudes con la escutiona
anteriormente descrita, sobre todo en la sefial del Me26 con & 1.76 cuyo desplazamiento
es similar al de la escutiona (6 1.71) (Figura 51b). La ausencia de la sefial multiple H20
con & 2.46 que aparece en el espectro de la escutiona y la ausencia de una sefal doble
para proton metilico, sugiri6 que el compuesto se encuentra funcionalizado en esta
posicion por un heteroatomo (Figura 51a). A partir de este analisis, se propuso la
estructura del compuesto como 20a-hidroxiescutiona.3®
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Figura 51. a) Espectro RMN-'H de escutiona (CDCl;, 400 MHz) y b) 20a-
hidroxiescutiona (CDCl3z, 400 MHZz).

En el espectro de RMN-13C se observaron 28 sefiales, lo cual sugirié una estructura bis
nor-triterpeno similar a escutiona. Nuevamente se observa la presencia de diez sefiales
para protones olefinicos, ocho distribuidas en los anillos A y B del sistema
metilénquinénico con & 120.0, 146.2, 117.1, 127.8, 134.5, 121.9, 158.6, 159.7 y dos
sefales en el anillo D con 139.6 y 128.6 ubicadas en C14 y C15 respectivamente. Se
observo la presencia de dos sefiales para cetonas, una alifatica con & 213.0 en C21 y
otra a, B-insaturada con & 178.0 para C2. Como sefial distintiva al espectro de RMN-3C
de la escutiona, se identificd una sefal con & 75.0 asignable a carbono unido a oxigeno.
(Figura 52).
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Figura 52. Espectro RMN-3C de 20a-hidroxiescutiona (CDCls;, 100 MHz).

A partir de los datos observados en los experimentos RMN-'H y RMN-13C (Tabla 13), se
determiné al compuesto como 20a-hidroxiescutiona, un triterpeno metilénquinona
aislado de la especie M. vitis-idaea.*®
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Tabla 13. Datos RMN-'H (400 MHz) y RMN-*C (100 MHz) de 20a-hidroxiescutiona en
CDCls.

Posicion 200-hidroxiescutiona 200-hidroxiescutiona*3?

O'H o 1C O'H 5 13C

(ppm, m, J en Hz) (ppm, m, J en Hz)

1 6.59, s 120.0 6.59, s 120.0
2 178.0 178.1
3 146.2 146.3
4 1171 116.8
5 127.8 127.9
6 7.16,d,6.8 134.5 7.16,d,7.0 1344
7 6.18,d,6.8 121.9 6.19,d,7.0 121.9
8 158.6 158.6
9 441 44.6
10 159.7 159.7
1 191, m 35.9 193, m 37.3
12 1.39, 2.32 31.73 1.40, 2.32 35.9
13 41.9 42.4
14 139.6 136.9
15 128.6 128.6
16 1.63,2.26d, 15.0 454 1.63,2.27d,15.0 40.5
17 36.2 39.8
18 1.93m 47.7 1.93m 43.7
19 2.00, 1.68 37.6 1.70, 2.07 40.7
20 41.5 75.0
21 213.9 213.0
22 2.18,2.80d,12.7 49.6 2.19,2.81d,13.0 50.5
23 2.26's 10.4 2.26s 10.4
25 127s 28.5 1.27s 29.6
26 1.76s 21.2 1.77s 22.1
27 0.88s 23.0 0.88s 23.7
28 122s 30.0 1.23s 304
30 1.30s 24.8 1.31s 24.8

*RMN (200 MHz) y RMN-3C (50 MHz) en CDCls.

El compuesto 20a-hidroxiescutiona, fue aislado por primera vez de la raiz de M. vitis-
idaea a partir de un extracto de ciclohexano-Et,O y fue probada contra seis lineas
celulares tumorales humanas: A2780 (ovario), HBL-100 (seno), HelLa (cérvix), SW1573
(pulmén), T-47D (seno) y WIiDr (colon). Los resultados en TGI (inhibicion total de
crecimiento) son: 7.0, 1.1, 3.1, 1.7, 3.4 y 3.2 uM respectivamente. La molécula fue
considerada altamente activa frente a este panel de lineas celulares, otro ejemplo de la
importante actividad antitumoral que los celastroloides exhiben.3®
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22-hidroxiescutiona

El compuesto se aisl6 como una laca de color naranja. En su espectro de RMN-'H se
observaron seis sefiales correspondientes a protones metilicos, cinco de ellas simples
con & 0.81, 1.11, 1.25, 1.72, 2.24 y una sefial doble con 6 1.13 (J= 6.5 Hz). Se observé
un sistema ABC de tres protones vinilicos con & 6.59 como un simple y dos sefales
dobles con & 7.19 y 6.25 (J= 6.5 Hz) de un sistema triterpeno metilénquinona. Los
desplazamientos de las sefiales, resultaron ser similares a los observadas en el espectro
RMN-!H de la escutiona, por lo que se dedujo que el compuesto se trata de un derivado
de éste, la diferencia entre ambos espectros, se encuentra en los desplazamientos para
dos sefales simples en la zona de protones unidos a heterodtomos (Figura 53) con &
3.75y 4.42, la primera es atribuible a un protén intercambiable de grupo hidroxilo y la
segunda corresponde al protén geminal a este.®

a) Escutiona

6,d
J= 6.8 Hz) 7,d
1 (J=6.8Hz)

b) 22B-hidroxiescutiona

6,d 1 7,d
ﬂim) A (I=6.5Hz)

. . . . . . . . . .
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0
(ppm)

Figura 53. a) Espectro RMN-'H de escutiona y b) espectro RMN-'H de 22B-
hidroxiescutiona (CDCl3z, 400 MHZz).

En el espectro de RMN-*3C se pudo confirmar la similitud del compuesto con escutiona
ya gue se observaron 28 sefales pertenecientes a un bis-nortriterpeno metilénquinona.
Se identificaron dos sefiales para carbonilos cetona con & 213.7 y otra con 6 178.0 para
una cetona a,3-insaturada. Se observo una sefial con & 75.4 perteneciente a un carbono
unido al grupo hidroxilo. Por otra parte, en la zona de carbonos sp? se pudieron visualizar
11 sefales de las cuales, nueve pertenecen a los carbonos distribuidos en los anillos A
y B del sistema metilénquinona con 6 119.8, 178.0, 146.2, 116.8, 127.9, 134.5, 122.1,
158.8, 159.6 y las dos sefiales restantes con & 135.0 y 128.3 se atribuyeron a la
instauracion en el anillo D de la molécula, cuyas posiciones son Cl14 y C15
respectivamente. Finalmente, a partir de los experimentos DEPT-135° y 90° fue posible
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clasificar a los carbonos en seis metilos, cuatro metilenos, seis metinos y 12 carbonos
cuaternarios. Todos estos datos confirmaron la similitud del compuesto con escutiona.
(Figura 54).

c) DEPT-90°

b) DEPT-135¢ HO

L
[ i L Ll

!

Carbonos sp? de los anillos A, By D

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 12(2 ( 110) 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
1 (ppm

Figura 54. a) Espectro RMN-13C, b) espectro DEPT-135° y c) espectro DEPT-90° de
22[-hidroxiescutiona (CDCls, 100 MHZz).

La posiciéon del grupo hidroxilo en C22 se asigné mediante el experimento HMBC en
donde se observaron correlaciones entre los protones del Me 28 (6 0.81) con los
carbonos en C16 (6 40.1), C17 (6 42.2), C18 (6 48.8) y C22 (& 75.4) (Figura 55).
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Figura 55. Correlaciones en el experimento HMBC de 22B-hidroxiescutiona.

La estereoquimica relativa del hidroxilo sobre C22 se establecié como B al observarse
en el experimento NOESY 1D efecto NOE entre el protén H22 (& 4.42) con el protdn en
H20 (5 2.67), el cual se encuentra a en esta posicion, de esta manera se establece la
estructura del compuesto MQ4 como 223-hidroxiescutiona (Figura 56).
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Figura 56. Experimento NOESY 1D de 22B-hidroxiescutiona.
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A partir de los datos espectroscipicos analizados (Tabla 14) se pudo establecer el
derivado de escutiona como 22B-hidroxiescutiona. Los datos se compararon con el de
su derivado ya que por el momento no se cuenta con ningun reporte de este compuesto
en la literatura.

Tabla 14. Datos RMN-1H (400 MHz) y RMN-3C (100 MHz) de 22B-hidroxiescutiona en
CDCls.

22f-hidroxiescutiona Escutiona*s®

Posicion O'H 5 1C d'H 51C

(ppm, m, J en Hz) (ppm) (ppm, m, J en Hz) (ppm)
1 6.59 s 119.8 6.60 s 120.0
2 178.0 178.1
3 146.2 146.3
4 116.8 116.8
5 127.9 128.1
6 7.19,d,6.7 134.5 7.18,d,6.8 134.4
7 6.25,d, 6.7 1221 6.26,d, 6.8 122.1
8 158.8 158.6
9 44.0 44.2
10 159.6 159.7
11 1.99,1.84 35.8 36.0
12 1.88,2.15 31.5 31.8
13 4.7 42.1
14 135.0 135.6
15 128.3 127.9
16 1.86,2.61,d,18.8 40.1 45.6
17 42.2 36.3
18 1.70 48.8 47.8
19 1.69, 1.98 38.1 37.8
20 2.67m 40.9 247 m 4.7
21 213.6 213.8
22 442s 75.4 2.71,d,14.6 49.8
23 2.24's 10.3 2.28s 10.4
25 1.25s 28.5 1.26 s 28.5
26 1.72s 211 1.71s 21.3
27 1.11s 23.8 1.08 s 23.1
28 081s 234 0.98s 30.2
30 1.13,d,6.5 15.2 1.10d, 6.6 16.0

*RMN (200 MHz) y RMN-23C (50 MHz) en CDCls.

Como se mencion6 anteriormente, para este derivado de escutiona no existen reportes
en la literatura, sin embargo, fue posible su aislamiento debido a la presencia de su
molécula base escutiona, asi como el derivado 20a-hidroxiescutiona, lo que
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posiblemente conlleve a una presencia diversidad de estos compuestos relacionados en
la especie M. phyllanthoides.*®

Triterpenos fendlicos

22(-hidroxi-6,23-dioxotingenol

El compuesto se aislé como una laca de color amarillo brillante. En el espectro RMN-H
(Figura 57), se observaron cinco sefiales asignadas a protones metilicos, cuatro de ellas
simples con & 0.88, 1.03, 1.42 y 1.63 y una sefial doble con & 1.07 (J= 6.2 Hz). Se
observé una sefal simple proporcional a un protéon con & 4.54, cuyo desplazamiento
sugirié un proton geminal a un hidroxilo. Se observaron dos sefiales simples en la zona
de protones sp? con 8 6.39 y 7.29, estas sefiales sugirieron la presencia de un triterpeno
fendlico. Adicional a estas, se identific6 una senal con & 11.04 perteneciente a un
aldehido y una sefial con & 12.89 caracteristica de un puente de hidrégeno o quelato del
proton de un hidroxilo. Con base a los datos anteriores se sugirié6 que el compuesto se
trata de 22B-hidroxi-6,23-dioxotingenol, previamente reportado en la literatura.®?
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Figura 57. Espectro RMN-!H de 22B-hidroxi-6,23-dioxotingenol (CDCls, 400 MHz).

En el espectro de RMN-C (Figura 58), se confirmé la presencia de la estructura
triterpeno fendlica ya que se identificaron sefiales en la zona de 115 a 173 ppm, de las
cuales, dos con 6 115.9 y 125.1 correspondieron a las posiciones C1 y C7 de los anillos
Ay B respectivamente. Se observaron tres sefales en la zona de los carbonilos, una con
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0 185.7 asignada a una cetona a, B-insaturada, otra con & 213.3 para una cetona alifatica
y una con & 200.1 caracteristica de un grupo aldehido. Adicional a estas, se observé una
sefnal con & 76.4 correspondiente a un carbono unido a un oxigeno.

Los experimentos de DEPT-135° y 90° permitieron clasificar a los carbonos en cinco
metilos, cinco metilenos, seis metinos y 12 cuaternarios, tres de ellos, asignados a los
carbonilos de la molécula (Figura 58).

c) DEPT-90°

b) DEPT-135°

a) RMN-13C

Carbonos sp? de los anillos Ay B

210 190 170 150 130 110 90 80 70 60 50 40 30 20 10
(ppm)

Figura 58. a) RMN-'3C, b) DEPT-135° y ¢c) DEPT-90° de 22B-hidroxi-6,23-dioxotingenol
(CDCl3, 100 MHz).

Los datos espectroscopicos (Tabla 15), coincidieron con el compuesto 22B-hidroxi-6,23-
dioxotingenol previamente reportado en la especie M. amazonica.??
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Tabla 15. Datos RMN-1H (400 MHz) y RMN-3C (100 MHz) de 22B-hidroxi-6,23-
dioxotingenol en CDCl.

22-hidroxi-6,23-dioxotingenol 22B-hidroxi-6,23-dioxotingenol*s2
Posicion O'H o 8C o'H 51C

(ppm, m, J en Hz) (ppm, m, J en Hz)
1 729s 115.9 7.30s 116.0
2 149.2 149.2
3 146.5 149.6
4 116.8 116.6
5 - 122.8 122.8
6 185.7 185.8
7 6.39s 125.1 6.39s 125.1
8 172.6 172.7
9 40.1 40.4
10 150.3 150.4
11 211,237 33.9 34.0
12 1.88 29.9 29.9
13 40.3 40.1
14 44.7 44.7
15 1.70,1.90 28.1 28.2
16 1.63, 2.30 294 29.5
17 44.3 44.3
18 1.85m 44.9 44.9
19 1.81,2.22 31.8 31.9
20 265m 40.8 40.8
21 213.3 2134
22 454s 76.4 4.55,d,3.2 77.2
23 11.00 s 200.1 11.04 s 200.2
25 1.63 s 37.5 1.63s 37.5
26 142s 204 142s 20.5
27 1.03s 20.3 1.03s 20.4
28 0.88s 25.0 0.89s 25.0
30 1.07,d,6.2 14.7 1.07d, 6.2 14.7

*RMN-IH (400 MHz) y RMN-23C (100 MHz) en CDCls.

El compuesto 22B-hidroxi-6,23-dioxotingenol fue aislado por primera vez de la corteza
de raiz de M. amazonica a partir de un extracto de hexano-Et,O. El estudio demostré
gue los triterpenos fendlicos con un aldehido en C23 y un carbonilo en C6 resultan ser
mas citotdxicos, ya que 22B-hidroxi-6,23-dioxotingenol result6 tener actividad citotoxica
contra lineas celulares P-388 (linfoma de raton) y A-459 (carcinoma humano de pulmén)
y obteniéndose como resultado un ICso de 0.25 pg/mL.82

Se evalué la actividad inhibitoria del compuesto frente a la enzima aldosa reductasa
(enzima iniciadora de cataratas en diabéticos) y se obtuvo un valor de ICso de 25 pg/mL.8
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(2R,12bS,14aS,8R)-10,11-dihidroxi-2,6,9,12b,14a-parametil-8-(2-oxopropil)-
1,2,3,4,4a,5,8,12b,13,14,14a,14b-dodecahidro-piceno-2-carboxilato de metilo

El compuesto, se aislé como una laca de color naranja, presenté una férmula molecular
Ca3H40s y un ion molecular de 520.3 m/z. En su espectro de RMN-'H (Figura 59) se
pudieron observar siete sefiales de protones metilicos con 6 0.82, 1.16, 1.19, 1.29, 1.69,
2.13 y 2.20. Se observé una sefial simple con & 6.70.y en la regién de protones unidos
a carbonos sp? también se identificé una sefial doble con & 5.55 (J = 5.0 Hz) con un
acoplamiento cis con la sefial doble de doble con & 4.04 (J= 10.8, 5.0 y 2.2 Hz); ésta
ultima, también mostr6 acoplamientos de tipo vecinal con 6 2.54 (J=10.8 Hz) y 6 2.74 (J=
2.2 Hz). Por otro lado, se observé una sefial simple proporcional a tres protones con &
3.66 indicando la presencia de un metoxilo.
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Figura 59. Experimento RMN-'H de (2R,12bS,14aS,8R)-10,11-dihidroxi-2,6,9,12b,14a-
parametil-8-(2-oxopropil)-1,2,3,4,4a,5,8,12b,13,14,14a,14b-dodecahidro-piceno-2-
carboxilato de metilo(CDCls, 400 MHZz).

En el experimento RMN-C (Figura 60), se observaron 33 sefiales de carbono,
confirmando la presencia de una molécula triterpeno fenélica sustituida. Se identificaron
dos sefales para carbonilo una & 207.2 perteneciente a una cetona y otra con & 179.5
asignada para un éster. Se observaron 10 sefiales en la zona de los carbonos sp?, de
las cuales las sefiales con & 141.5y 8 140.7 se atribuyeron a carbonos sp? enlazados a
grupos hidroxilo. También se encontraron dos sefiales para metinos con & 110.1y d
124.9. Finalmente, se observo una sefial con & 51.8 atribuible a un metoxilo.
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Figura 60. Experimento RMN-3C de (2R,12bS,14aS,8R)-10,11-dihidroxi-2,6,9,12b,14a-
parametil-8-(2-oxopropil)-1,2,3,4,4a,5,8,12b,13,14,14a,14b-dodecahidro-piceno-2-
carboxilato de metilo (CDCls, 100 MHZ2).

A partir de los experimentos de DEPT-135° y 90° (Figura 61), se pudo determinar 8
metilos, de los cuales, se identificd a un metoxilo, siete metilenos, cuatro metinos y 14
carbonos cuaternarios.

¢) DEPT-90°

b) DEPT-135°

4 CH

N J ,J‘.‘,JH_}I,J( 1

a) RMN-13C
14 C
4CH
7 CHz2
8 CHs
155 145 135 125 115 105 95 90 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10

(ppm)

Figura 61. a) RMN-3C, b) DEPT-135° y c¢) DEPT-90° (2R,12bS,14aS,8R)-10,11-
dihidroxi-2,6,9,12b,14a-parametil-8-(2-oxopropil)-1,2,3,4,4a,5,8,12b,13,14,14a,14b-
dodecahidro-piceno-2-carboxilato de metilo (CDCls, 100 MHz).

La posicién del doble enlace en C7 y C8, fue asignada por medio de correlaciones en el
experimento HMBC del proton H7 (8 5.55) con los carbonos en C6 (6 32.4), C9 (6 39.7)
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y C14 (& 135.5). (Figura 62); ademas el protbn en H7 mostré correlacion en el
experimento COSY con el metino H6 (6 4.04) ambos comparten una J cis de 5.0 Hz.
(Figura 63).
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Figura 62. Correlacion del anillo B en el experimento HMBC
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Figura 63. Correlacion entre los protones H6 y H7 en el experimento COSY.
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La conectividad del sustituyente al triterpeno fue establecida por medio del experimento
HMBC, debido a correlaciones de los protones del Me 1’ (6 2.13) con la cetona en C2’
(6 207.2) y el metileno en C3’ (5 53.6). (Figura 64).
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Figura 64. Correlaciones del sustituyente en el anillo B en el experimento HMBC

En el experimento COSY, se observaron correlaciones vecinales entre los protones H6
y H7, a su vez se identificd correlacion entre el proton H6 con H3a’ y un acoplamiento
geminal entre los protones del metileno H3a’ y H3b’. (Figura 65).
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Figura 65. Correlacion en el experimento COSY del sustituyente en el anillo B.
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La estereoquimica relativa de la acetona sobre C6 se establecié como (3 al observarse
en el experimento NOESY efecto NOE entre el metino H6 (6 4.06) y el Me 27 (5 0.82) el
cual, por ruta biogenética se encuentra en orientacion a. (Figura 66).
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Figura 66. Efecto NOE observado en el experimento NOESY 1D de (2R,12bS,14aS,8R)-
10,11-dihidroxi-2,6,9,12b,14a-parametil-8-(2-oxopropil)-1,2,3,4,4a,5,8,12b,13,14,14a,
14b-dodecahidro-piceno-2-carboxilato de metilo.

La informacién en conjunto con las conectividades y correlaciones observadas en los
experimentos HSQC, HMBC y COSY, permitieron la asignacion total de las sefiales para
protones y para carbonos (Tabla 16), por lo cual, se propone que la estructura de la
molécula es un triterpeno fendlico identificado como (2R,12bS,14aS,8R)-10,11-dihidroxi-
2,6,9,12b,14a-parametil-8-(2-oxopropil)-1,2,3,4,4a,5,8,12b,13,14,14a,14b-
dodecahidropiceno-2-carboxilato de metilo que no ha sido previamente reportado en la
literatura.
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Tabla 16. Datos RMN-'H (400 MHz) y RMN-3C (100 MHz) de (2R,12bS,14aS,8R)-
10,11-dihidroxi-2,6,9,12b,14a-parametil-8-(2-oxopropil)-1,2,3,4,4a,5,8,12b,13,14,14a,
14b-dodecahidro-piceno-2-carboxilato de metilo en CDCls.

Posicion 0 'H (ppm, m, J en Hz) 0 13C (ppm)
1 6.70 s 110.1
2 - 141.5
3 - 140.7
4 - 127.2
5 - 120.2
6 4.04 ddd, 10.8,5.0. 2.2 324
7 5.55,d,5.0 124.9
8 - 139.5
9 - 39.7
10 - 138.2
11 1.84 38.2
12 2.35m 36.1
13 - 42.6
14 - 135.5
15 - 125.4
16 1.58, 1.22 36.2
17 - 39.8
18 1.31m 44.0
19 1.66, 1.51 34.0
20 - 33.6
21 1.91,1.40 28.5
22 1.16, 2.58 37.8
23 220s 1.3
25 1.29's 28.5
26 1.70 s 21.7
27 0.82s 23.5
28 1.16's 31.6
29 179.5
30 1.19s 19.8
1 2.13s 30.2
2 - 207.2
3 2.54 dd, 17.0, 10.8; 2.74, dd, 53.6
17.0,2.2
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(2R,6aS,8R,12bR,14aS)-10,11-dihidroxi-2,6a,9,12b,14a-parametil-8-(2-oxopropil)-
1,2,3,4,4a,5,6,6a,8,12b,13,14,14a,14b-tetra-hidropropiceno-2-carboxilato de metilo

El compuesto se aislé como una laca de color rojo vino y su espectrometria de masas
de alta resolucion revel6 una férmula molecular de Cs3HsOsy un ion molecular de 522.3
m/z. En el espectro de RMN-'H (Figura 67), se observaron sefiales similares a
(2R,12bS,14aS,8R)-10,11-dihidroxi-2,6,9,12b,14a-parametil-8-(2-oxopropil)-1,2,3,4,4a,
5,8,12b,13,14,14a,14b-dodecahidro-piceno-2-carboxilato de metilo, lo que indico la
presencia de un triterpeno fendlico. Se encontré una sefal simple con & 6.84, una sefial
doble con & 5.87 (J= 5.0 Hz) cuyo valor de constante de acoplamiento indicé que se
encuentra acoplada cis con 6 4.02, una sefal doble de doble de doble (J=10.8,5.0y 2.0
Hz), que a su vez, se encuentra acoplada a los protones doble de dobles
diastereotdpicos con 6 2.50 (J=16.8, 10.8 Hz) y 6 2.73 (J= 16.8 y 2.2 Hz), ambas sefiales
presentaron un acoplamiento geminal entre ellas (J=16 Hz), y se encuentran acopladas
vecinal cada una a & 4.02. También, se observé una sefial simple proporcional a tres
protones atribuida a un metoxilo con & 3.55 y siete sefales simples pertenecientes a los
metilos de la molécula. Finalmente & 2.18 se atribuy6 al metilo alfa a cetona.
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Figura 67. Espectro RMN-'H de (2R,6aS,8R,12bR,14aS)-10,11-dihidroxi-
2,6a,9,12b,14a-parametil-8-(2-oxopropil)-1,2,3,4,4a,5,6,6a,8,12b,13,14,14a,14b-tetra
hidropropiceno-2-carboxilato de metilo (CDCls, 400 MHz).

En el espectro de RMN-3C (Figura 68), se observaron 33 sefales para atomos de
carbono. Se observaron dos sefiales para carbonilos pertenecientes a una cetona con ©
208.5 y un éster con & 179.6. Se observaron ocho sefiales en la zona de carbonos sp?
(105-150 ppm) encontrandose diferencias entre (2R,12bS,14aS,8R)-10,11-dihidroxi-
2,6,9,12b,14a-parametil-8-(2-oxopropil)-1,2,3,4,4a, 5,8,12b,13,14,14a,14b-dodecahidro-
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piceno-2-carboxilato de metilo y (2R,6aS,8R,12bR,14aS)-10,11-dihidroxi-
2,6a,9,12b,14a-parametil-8-(2-oxopropil)-1,2,3,4,4a,5,6,6a,8,12b,13,14,14a,14b-tetrahi-
dropropiceno-2-carboxilato de metilo, puesto que para el primero en esta zona se
observaron 10 sefales y para el Ultimo se observaron ocho, lo que indicando que el
segundo compuesto no presenta una insaturacion adicional como en el caso del primero.
(Figura 69).
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Figura 68. Espectro RMN-3C de (2R,6aS,8R,12bR,14aS)-10,11-dihidroxi-
2,6a,9,12b,14a-parametil-8-(2-oxopropil)-1,2,3,4,4a,5,6,6a,8,12b,13,14,144a,14b-tetra
hidropropiceno-2-carboxilato de metilo (CDCls;, 100 MHZz).
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Figura 69. Comparacion de los experimentos RMN-*C de (2R,12bS,14aS,8R)-10,11-
dihidroxi-2,6,9,12b,14a-parametil-8-(2-oxopropil)-1,2,3,4,4a,5,8,12b,13,14,14a,14b-
dodecahidro-piceno-2-carboxilato de metilo y (2R,6aS,8R,12bR,14aS)-10,11-dihidroxi-
2,6a,9,12b,14a-parametil-8-(2-oxopropil)-1,2,3,4,4a,5,6,6a,8,12b,13,14,14a,14b-tetra
hidropropiceno-2-carboxilato de metilo (CDCls, 100 MHZz).

Las correlaciones del anillo B en el experimento de HMBC (Figura 70) son similares las
observadas para el compuesto anterior. Los protones H3a’ y H3B (6 2.73 y 2.50),
correlacionaron con C6 (6 32.8) y con la cetona en C2’ (5 208.5); ademas en el Me 1’ (
2.18) se pudo observar una correlacion con el metileno C3’ (6 51.8) y con la cetona en
C2’, confirmando que el sustituyente acetilo es el mismo para los compuestos F2 y F3.
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Figura 70. Correlaciones del sustituyente en el experimento HMBC del anillo B.

La estereoquimica relativa de la acetona sobre C6 se establecido como B al observarse
en el experimento NOESY efecto NOE entre el metino H6 (8 4.01) y el Me 27 (& 0.55)
que por ruta biogenética se encuentra orientada a.(Figura 71).
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Figura 71. Efecto NOE observado en el experimento NOESY 1D de
(2R,6aS,8R,12bR,14aS)-10,11-dihidroxi-2,6a,9,12b,14a-parametil-8-(2-oxopropil)-1,2,3,
4,4a,5,6,6a,8,12b,13,14,14a,14b-tetra hidropropiceno-2-carboxilato de metilo.

119



A partir de los datos espectroscépicos y conjunto con las conectividades y correlaciones
observadas en los experimentos HSQC, HMBC y COSY, se asignaron las sefales para
protones y para carbonos (Tabla 17), por lo cual, se propone que la estructura de la
molécula como (2R,6aS,8R,12bR,14aS)-10,11-dihidroxi-2,6a,9,12b,14a-parametil-8-(2-
oxopropil)-1,2,3,4,4a,5,6,6a,8,12b,13,14,14a,14b-tetrahidropropiceno-2-carboxilato  de
metilo la cual, no ha sido reportada previamente en la literatura.
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Tabla 17. Datos RMN-1H (400 MHz) y RMN-3C (100 MHz) de (2R,6aS,8R,12bR,14aS)-
10,11-dihidroxi-2,6a,9,12b,14a-parametil-8-(2-oxopropil)-1,2,3,4,4a,5,6,6a,8,12b,13,14,
14a,14b-tetra-hidropropiceno-2-carboxilato de metilo en CDCls.

Posicion 0 'H (ppm, m, J en Hz) 6 13C (ppm)
1 6.84 s 109.0
2 - 142.1
3 - 140.3
4 - 127.7
5 - 119.8
6 4.04 ddd, 10.8,6.1,2.7 32.8
7 5.87d, 6.1 121.5
8 - 142.2
9 - 37.1
10 - 150.9
11 1.81m,2.01m 35.5
12 1.54 m 30.3
13 - 30.5
14 - 43.7
15 1.42m,1.52 m 28.8
16 1.79m,1.40 m 36.6
17 - 30.4
18 1.49m 44 4
19 1.63 dd,16.0, 8.0; 2.33 d, 16.0 30.3
20 - 37.1
21 1.36d,4.4;213m 29.7
22 0.92dt,13.7,2.9;2.02 m 34.6
23 2.21s 11.1
25 146s 36.7
26 117 s 22.2
27 0.52s 18.1
28 1.05s 31.4
29 1.16s 179.6
30 - 32.8
1 2.18 30.8
2 - 208.5
3 2.50dd, 17.0,10.8; 2.73 dd, 17.0, 2.7 51.8

Un compuesto similar a los compuestos se aislé en los tallos de Trypterigium regelii en
un extracto de acetato de etilo y fue reportado con el nombre clave NST6A puesto que
anteriormente, este producto habia sido disefiado y posteriormente modificado a partir
del celastrol con el fin de ampliar la diversidad esqueletal en la posicion C6 de éste
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ultimo, potenciar su actividad anticancerigena y disminuir su toxicidad.®*#* A partir del
compuesto NST6A se derivd otra molécula a la que llamaron NST6A-A, la cual
esterificaron en C2 y C3y de la que se reportan desplazamientos quimicos de carbono,

por lo que ésta Ultima sirvié para corroborar la relacidn entre los compuestos previamente
identificados con estas moléculas. (Tabla 18).84

(0]
Lo

NST6A Celastrol

NST6A-A
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Tabla 18. Comparacion entre desplazamientos quimicos de carbono de los compuestos
NST6A-A, (2R,12bS,14aS,8R)-10,11-dihidroxi-2,6,9,12b,14a-parametil-8-(2-oxopropil)-

1,2,3,4,4a,5,8,12b,13,14,14a,14b-dodecahidro-piceno-2-carboxilato de metilo vy
(2R,6aS,8R,12bR,14aS)-10,11-dihidroxi-2,6a,9,12b,14a-parametil-8-(2-oxopropil)-1,2,3,
4,4a,5,6,6a,8,12b,13,14,14a,14b-tetra-hidropropiceno-2-carboxilato de metilo.

(2R,12bS,14a8S,8R)-10,11-dihidroxi- (2R,6aS,8R,12bR,14aS)-10,11-
2,6,9,12b,14a-parametil-8-(2- dihidroxi-2,6a,9,12b,14a-parametil-8-
oxopropil)- (2-oxopropil)-1,2,3,

NST6A-A*34 1,2,3,4,4a,5,8,12b,13,14,14a,14b- 4,4a,5,6,6a,8,12b,13,14,14a,14b-tetra-
6 13C (ppm)  dodecahidro-piceno-2-carboxilato de hidropropiceno-2-carboxilato de

metilo metilo

6 °C (ppm) 6 ©°C (ppm)

207.2 207.2 208.5
184.1 179.5 179.6
168.5 - -
168.2 - -
149.7 141.5 150.0
148.2 140.7 142.2
140.8 139.5 1421
138.7 138.3 140.3
134.1 135.5 127.7
127.4 127.3 121.5
121.3 125.5 119.8
117.3 124.9 109.3
53.7 120.2 51.8
514 110.2 51.6
44.2 153.7 443
43.8 51.8 43.7
40.1 441 40.4
37.6 42.7 37.6
36.6 39.9 371
354 39.7 36.7
34.5 38.2 36.6
33.0 37.8 355
32.6 36.3 34.6
315 36.2 32.8
30.8 34.0 32.8
30.4 33.6 314
30.1 325 30.5
29.4 3.7 304
28.8 30.2 30.3
22.6 28.6 30.3
22.4 28.5 29.7
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20.7 23.5 28.8

204 217 22.2

18.6 19.8 18.1

12.1 114 11.1
*RMN-13C (100 MHz) en CDCla.

NST6A-A fue evaluada contra células cancerigenas BGC823 (VPH), H4 (astrocitoma) y
Bell17402 (carcinoma endocervical relacionado con VPH), la actividad para este
compuesto disminuyé obteniéndose valores de Clsp mayores a 150 uM para cada linea
celular, sugiriendo que las sustituciones carbono en C6 del celastrol no potencian la
actividad anticancerigena.®

Rutas biogenéticas. Triterpenos friedelanos y metilénquinonas

La presencia de triterpenos friedelanos y metilénquinonas en especies de la familia
Celastracea, ha llevado a postular que la ruta biogenética de este tipo de compuestos
se encuentra relacionada, sin embargo, la ruta planteada aln presenta incertidumbre y
diversas investigaciones se han realizado para el analisis de esta. Ejemplo de esto fue
un estudio donde se comprobé como el &cido mevaldnico y friedelina son los precursores
primarios de tingenona y pristimerina. El estudio que siguieron fue in vitro en cultivos de
la raiz de Peritassa laevigata.??

Los problemas principales encontrados en la exploraciéon de los compuestos
celastroloides han sido los sitios restringidos a su sintesis, los cuales, se sabe que
Unicamente se encuentran presentes en una capa delgada de tejido que cubre la
superficie de las raices y en pequefa cantidad (tipicamente < 0.4% del peso seco) en
raices de plantas.?

A partir de esto y de que la ruta biosintética ain no ha sido establecida totalmente, se
consideran los estudios biotecnolégicos como alternativa para saber los motivos por los
que los celastroloides se producen, lo que permitid saber que la edad de las plantas
influye en la acumulacién de triterpenos metilénquinona, en donde se ha observado una
mayor produccién en plantas de 10 afios que en plantas jévenes segun lo reportado para
la especie M. ilicifolia y Peritassa laevigata.?! 8’

Los triterpeno metilénquinonas se sintetizan en diferentes capas de la raiz, incluyendo
en el endodermo y el parénquima cortical, pero tienden a acumularse en partes externas,
especialmente en el ritidoma. El transporte de estos metabolitos potencialmente toxicos,
esta relacionado con una estrategia vegetal destinada a reducir la citotoxicidad en la
region productora mientras se protege el tejido radicular por ataque de organismos
patdgenos. Esto coincide con los resultados obtenidos para este trabajo, puesto que en
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su mayoria, los compuestos aislados resultaron ser de tipo triterpeno friedelano y
celastroloides. 8

El precursor inicial en la ruta de los triterpenos es 2,3-oxidoescualeno el cual, tiene que
encontrarse en una conformacion silla-silla-silla-bote, este sufre una serie de rearreglos
de tipo Wagner-Meerwein y posteriormente ocurre la primera migracién de hidruro
generando un nuevo cation seguida de un rearreglo 1,2-metilo. El cation dammarenil
(cation terciario) sufre una expansién de anillo, originando el catibn bacarenil,
seguidamente, éste Ultimo es convertido a un anillo de cinco miembros para originar un
nuevo catiéon llamado lupanil, a partir de una serie de rearreglos 1,2-metilo Wagner-
Meerwein el cation lupenil es convertido al catién oleanil. El catién oleanil es
posteriormente convertido luego a friedelina, un precursor clave de las triterpeno
metilénquinonas (Figura 72). La ruta hipotética involucra una serie de oxidaciones
secuenciales posiblemente por la presencia de enzimas P450, las cuales catalizan mas
de una reaccion de oxidacion. Entre estas series de oxidaciones se encuentran
implicadas algunas moléculas tales como el &cido polpunénico, zeylanol, acido
salaspérmico y acido ortosfénico como posibles precursores de celastrol y pristimerina.?®
% (Figura 73).
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Cation baccarenil Cation dammarenil

|

Cation lupanil Cation oleanil

‘NADPH

Dehidrogenasas
e OYCTI

Friedelina 3-friedelanol

Figura 72. Ruta biogenética de los triterpenos friedelano.
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Friedelina Acido polpunénico R=H Acido salaspérmico
R=0H Acido ortosfénico

OH

Zeylanol

Cangoronina

HO

Celastrol
(0] H
Salacenonal

Pristimerina
Figura 73. Ruta biogenética de los celastroloides.
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Por otra parte, se han reportado triterpenos de tipo ursano y lupano sustituidos por el
acido cafeico en especies del género Maytenus. Ejemplo de estos son los triterpenos
reportados en las especies de M. leavis y M. ilicifolia como se mencioné anteriormente
en los antencedentes.*®

El acido cafeico es un acido cinamico y es considerado un importante fenilpropanoide
encontrado en las plantas; conocido por estar involucrado en la tolerancia del estrés
bidtico y abidtico en las plantas causado por ataque de patégenos, temperaturas altas y
bajas, sequia, metales pesados y salinidad. Por ejemplo, se ha reportado que bajo un
ataque fungico, la alta acumulaciéon de acido cafeico resulta en la prevencién de
enfermedades flngicas.® Bajo estrés salino, también resulta una alta acumulacién de
este metabolito, lo que puede justificar la presencia de este compuesto en la raiz de la
especie, dado que, la planta fue recolectada de un suelo con una concentracion elevada
de sal.”?

El acido cafeico, es sintetizado por todas las plantas y es un precursor para la formacion
de lignanos en las plantas. Es el principal intermediario en la ruta de los fenilpropanoides
sintetizados de fenilalanina o L-tirosina.®

En plantas, el primer paso es la eliminacion de amonio de la cadena lateral para generar
el trans &cido cinamico. En el caso de fenilalanina este podria originar acido cinamico,
mientras que tirosina podria originar acido 4-cumarico. Todas las plantas, tienen la
habilidad de desaminar fenilalania por medio de la enzima fenilalanina amonio liasa
(PAL). Los &cidos cinamicos son obtenidos por futuras hidroxilaciones y algunas
reacciones de metilacion (Figura 74).Se cree que las enzimas involucradas en este
proceso se cree que se presentan en el citoplasma en las proximidades del reticulo
endoplasmico.'®
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Figura 74. Ruta biosintética del 4cido cafeico.
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CONCLUSIONES

Después de realizar la exploracidn fitoquimica en la raiz de la especie M. phyllanthoides
con los métodos mencionados con anterioridad, se concluye la relacion que guarda la
especie con otras pertenecientes al género, confirmando que la hipétesis planteada al
inicio de la investigacion se cumplié ya que se pudieron encontrar en su mayoria
compuestos triterpeno especialmente de tipo friedelano y celastroloide de acuerdo a lo
reportado anteriormente para el género Maytenus y familia Celastracea.

Se aislaron nueve compuestos triterpenos, de los cuales, cuatro se encontraron
sustituidos por el éster del acido cafeico, siendo el primer reporte de triterpenos
friedelanos sustituidos por esta unidad en el género Maytenus y lo que sugiere la
posibilidad de una sustitucion en el esqueleto triterpénico poco comun encontrada en la
especie M. phyllanthoides.

Se aislaron e identificaron siete celastroloides, de los cuales, cuatro resultaron ser de
tipo triterpeno metilénquinona, siendo uno de ellos 22B-hidroxiescutiona la cual, se
reporté por primera vez en especies de la familia Celastracea. Adicionalmente se
identificaron tres triterpenos fendlicos, de los cuales, dos resultaron ser nuevos para la
literatura quimica.

Para mejorar la descripcién de las estructuras quimicas de las moléculas aisladas, seria
necesario poder realizar otras técnicas como lo son espectrometria de masas de alta
resolucion y espectroscopia de infrarrojo con la finalidad de corroborar la estructura
guimica y complementar los datos obtenidos por espectroscopia de RMN.

El estudio revel6 que M. phyllanthoides es una fuente de triterpenos friedelanos y
celastroloides, compuestos cuyas estructuras representan un gran potencial para el
desarrollo de nuevos farmacos. Los resultados indicaron que la mezcla de hexano-Et,O
(1:1) es una mezcla de disolventes para la extraccion 6ptima de estos componentes.
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