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RESUMEN

Se realizé el estudio fitoquimico de las hojas y ramas de la especie Tachigali Cavipes
(Spruce ex Benth.) J.F.Macbr.(Leguminosae), colectada en el rio Sipapo, via Isla Raton,
municipio Autana, estado Amazonas. A partir del extracto metandlico de las hojas y
ramas de esta especie, se obtuvo la fraccion butandlica (RTcBUOH) y la fraccion re-
disuelta en metanol (RTcMeOH). De la fraccion butandlica y metandlica se lograron
aislar tres compuestos denominados: compuesto |, compuesto Il y compuesto IV,
ademas en la fraccibn metandlica se logro aislar el compuesto I’ y el compuesto lll, los
cuales no pudieron ser identificados debido a la presencia de ceras que dificultaron su
purificacion. De la fraccion no polar RTcM1 separada a partir de la fraccion butandlica,
se lograron aislar tres compuestos del tipo terpenoidal, el compuesto A identificado
como friedelina, el compuesto B que se presentdé como una mezcla de taraxerol y un
éster metilico de &cido graso, denominado compuesto B1 y el compuesto C, el cual se
identific6 como B-sitosterol. Adicionalmente, se realiz6 la comparacion por
cromatografia de capa fina del extracto metandlico de la especie T. cavipes con
terpenos y esteroles aislados de las especies T. paniculata y T. chrysophylla,
identificando la presencia de los triterpenos: 3-sitosterol, estigmasterol y lupenona, en la

especie en estudio.

Estos compuestos, se reportan por primera vez para esta especie y sus estructuras

fueron caracterizadas por técnicas espectroscopicas de RMN.



Compuesto A: Friedelina. Compuesto B: Taraxerol.

Compuesto C: B-sitosterol.

Palabras clave: Fitoquimica, terpenos, Tachigali
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2 INTRODUCCION

Los organismos vivos se formaron y evolucionaron a lo largo de cientos de millones de
afios experimentando una serie de reacciones quimicas esenciales para la vida. Estas
reacciones tuvieron lugar gracias a la accion de una variedad de macromoléculas,
destacandose principalmente enzimas, proteinas y acidos nucleicos, cuya funcion es
lograr mantener el control de dichas reacciones, por lo que son, de modo directo o
indirecto, responsables de la sintesis y el transporte de cualquier compuesto quimico
requerido para la supervivencia de los organismos vivos. [l Estas reacciones
mencionadas anteriormente se conocen como metabolismo primario y los compuestos

implicados en las diferentes rutas metabolicas se conocen como metabolitos primarios.

Por otra parte, se denomina metabolismo secundario, al conjunto de reacciones en el
que participan compuestos con una distribucion mucho mas limitada y especifica segun
el organismo vivo. Estos compuestos que participan en este tipo de metabolismo, se
denominan metabolitos secundarios, y son especificos para cada especie. A partir de

ahora estos son los que se definirdn como productos naturales. @

Los productos naturales son sustancias quimicas producidas por animales, vegetales y
microorganismos, los cuales no son esenciales para su supervivencia, pero cumplen
funciones complementarias a las vitales. El interés de los productos naturales como
fuente de nuevos medicamentos se debe a la inmensa diversidad de la naturaleza y a
los amplios antecedentes de su uso para tratar enfermedades desde los comienzos
mismos de la medicina. Ademas, en su estado habitual o modificado quimicamente,

pueden ser adaptados para actuar en un sin nimero de situaciones biolégicas. [®!

Esto ha impulsado el estudio de las plantas medicinales a fin de conocer la quimica

intrinseca que existe en la planta, con la finalidad de obtener nuevos productos



terapéuticos que luego de ser sujetos a pruebas clinicas que demuestren su efectividad,

puedan incorporarse al mercado farmacéutico como medicamentos patentados. [

Desde mediados del siglo XX, la fitoquimica ha sido una herramienta muy importante
para la obtencion de extractos herbolarios, usados como medicamentos. [l Por lo tanto
el desarrollo de la Fitoquimica como una disciplina cientifica, permitié el estudio de los
metabolitos secundarios de origen vegetal, animal y microorganismos a traves de la
extraccion y purificacion para posteriormente elucidar su estructura y evaluar su posible

actividad biologica.

Dentro de los metabolitos secundarios que se estudian en el campo de la fitoquimica se
pueden encontrar: los alcaloides, los terpenos y compuestos aromaticos tales como,

flavonoides, derivados fendlicos y taninos, entre otros.

La familia Leguminosae ha sido de gran interés en estudios fitoquimicos por su gran
variedad de especies y géneros; estos estudios se han enfocado en el aislamiento,
purificacion, elucidaciéon y evaluacién de actividades biologicas de metabolitos
secundarios, dentro de los cuales se encuentran los flavonoides, estos sin ser
metabolitos primarios, se encuentran casi en cualquier vegetal superior. La funcién de
los flavonoides en la planta son varias, se consideran como antioxidantes y
secuestrantes de radicales libres, agentes antimicrobiales y antinutricionales,
fotoreceptores y protectores contra la luz UV, atractores visuales para insectos, entre
otros. La estructura general de los flavonoides comprende un anillo A derivado de la
cadena del policétido, un anillo B, derivado del acido shikimico, con sustitucion en orto,
como en los acidos cumarico, cafeico y galico, y tres atomos de carbono que unen al
anillo A y B, correspondientes a la parte alquilica del fenilpropanoide. Es por esto que
se les conoce como unidades Cis (Cs-C3-Cs) y €l esqueleto recibe el nombre de nucleo

de flavano. [
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Figura 1 Estructura basica de un Flavonoide.

Estos pueden contener un anillo central heterociclico que son las més abundantes, o
una cadena abierta como las chalconas, como precursores de las anteriores. La
proporcion de oxigeno varia y puede estar como hidroxilo, metoxi o dioximetileno y aun
formando glicésidos. El estado de oxidacion del anillo central determina varios grupos
estructurales como: flavonas, flavonoles, flavanonas, flavanonoles, antocianidinas,

catequinas, chalconas, auronas, flavanodioles e isoflavonas. !
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Los representantes mas abundantes de los flavonoides naturales son las flavonas y
flavonoles y se han aislado tanto libres como formando glicésidos. El termino glicésidos
se refiere a la union de uno o varios sacaridos al esqueleto del flavonoide. Este grupo
de flavonoides estan distribuidos en todos los 6rganos de las plantas de una gran
variedad de géneros y familias. Las agliconas, especialmente cuando son altamente
oxigenadas, se localizan en la parte mas externa del vegetal. Los compuestos mas
frecuentes de estos grupos son: apigenina, luteolina y sus glicésidos, quercitina, rutina,
kaempferol y sus glicésidos. 1!

Las flavanonas de origen natural presentan casi siempre la configuracion 2S, que
dispone al anillo B ecuatorial. Esta estereoquimica estd asociada a las propiedades
levorrotatorias de tales moléculas. Las flavanonas pueden presentarse como O- y C-
glicosidos y también pueden tener O- y C- metilaciones o alquilaciones superiores. Las

agliconas mas representativas son hesperidina y nangerina. b



También dentro de esta familia Leguminoseae se han logrado aislar metabolitos del tipo
terpenoidal, los cuales son hidrocarburos complejos de férmula general CnHzn-4, de la
serie del isopreno, constituyen uno de los grupos mas amplios de fitonutrientes y actian
como antioxidantes protegiendo los lipidos, la sangre y demas fluidos corporales del
ataque de radicales libres de especies oxigenadas. De manera general, los terpenos
obedecen a lo que se conoce como regla del isopreno, es decir, la secuencia de los
atomos que conforman un terpeno es tal que pueden localizarse varias unidades
consecutivas de isopreno. Sin embargo, esto no es siempre cierto por cuanto el nimero
de atomos de carbono puede no ser un mdultiplo de cinco, pues son frecuentes las
reacciones de degradacion, o bien suceden rearreglos moleculares que conducen a
secuencias anormales de la unidad de Cs. El descubrimiento de un gran numero de
compuestos que presentan diferentes grupos funcionales ha generado el uso del
término “terpenoide” para designarlos en lugar de “terpeno” cuya terminacién (-eno)

denota mas bien hidrocarburos. [®!
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Figura 2 Estructura del Isopreno

Los Terpenos se pueden clasificar segun el nimero de unidades de isopreno que lo
conforman, los monoterpenos contienen un total de 10 atomos de carbonos que
provienen de union de dos unidades de isopreno, los sesquiterpenos su esqueleto
contienen 15 atomos de carbono, los diterpenos cuyo esqueleto contienen 20 atomos
de carbonos provienen de unidén de cuatro unidades de isopreno, sesterpenos cuyo
esqueleto contienes 25 atomos de carbonos y triterpenos conformado por 30 atomos de
carbono que provienen de union de seis unidades de isopreno, estos ultimos poseen

una numerosa cantidad de componentes, que se encuentran en la naturaleza tanto en



forma libre como asociados con azucares o aminoacidos, se clasifican generalmente en
tetraciclicos y pentaciclicos.l! Por ejemplo Lupeol, lupenona, estigmasterol, B-sitosterol,

Friedelina, Taraxerol entre otros.

Del género Tachigali perteneciente a la familia Leguminosae, se reportan unas 74
especies aproximadamente, con 65 especies endémicas de Suramérica, [l ademas,
algunas de estas especies son utilizadas por sus diferentes propiedades medicinales
como: antiinflamatoria, tratamiento contra la disenteria, emoliente y para el tratamiento

de la parasitosis intestinal. [

Existen pocos trabajos fitoquimicos sobre el género Tachigali por lo que, en el
Laboratorio de Productos Naturales de la Esc. de Quimica de la UCV, se planted el
estudio de tres de sus especies, T. paniculata, T. crysophylla y la especie objeto de este
estudio, T. Cavipes, con la finalidad de aislar los metabolitos secundarios mayoritarios

presentes en estas especies y realizar una comparacion quimio taxonoémica.



3 ANTECEDENTES

3.1 LA FAMILIA LEGUMINOSAE

La familia Leguminose o Fabaceae es una de las mayores familias de angiospermas,
con cerca de 700 géneros y 18000 especies, distribuidas por todo el mundo, aunque
son mas frecuentes en las regiones tropicales y subtropicales. P! Son la familia mas
representada en los bosques tropicales lluviosos y en los bosques secos de América y
Africa. Relne arboles, arbustos o hierbas anuales o perennes, inermes o espinosos.
Sus hojas son alternas, pinnadas o bipinnadas, con uno a numerosos pares de foliolos,
en algunos casos reducidos o0 ausentes; algunas especies con glandulas peciolares o

bien raqueales. 119

Las leguminosas presentan una destacada importancia econémica y cultural debido a
su extraordinaria diversidad y abundancia de representantes en diversas formaciones
vegetales y por sus aplicaciones en jardineria y ornamentacion, alimento y obtencién de
compuestos con interés medicinal. M Dentro de las alimenticias se encuentran Lens
culinarias conocida como lentejas, también Cicer arietinum conocida como garbanzo y
Arachis hypogaea o mani, entre otras. Dentro de sus usos industriales se encuentra
produccién de gomas de la especie Acacia senegal de donde se obtiene la goma
arabiga. [*2 Dentro de los usos ornamentales se encuentra el Peltophorum pterocarpum
conocida como la Acacia de San Francisco originaria del Sur de la India, Malaya y el

Norte de Australia, e introducida a los paises tropicales de América. 113!

Debido a la escasa informacién etnobotanica y fitoquimica sobre el género Tachigali, se
presentaran a continuacion diversos estudios fitoquimicos realizados a diferentes

especies pertenecientes a la familia Leguminosae.



3.2 GENERO DALBERGIA

Es un género de pequefios y medianos arboles, arbustos y lianas, que posee alrededor
de 100 especies y esta ampliamente distribuido en el sur de Asia Central, América del
Sur, Africa y Madagascar. 4 Son conocidos por que el corazén de su corteza o
duramen esta profundamente pigmentado de diferentes colores. A menudo son
valorados por su uso en la artesania de madera, pero también se utilizan en la medicina

tradicional y tienen actividades antibiéticas y citotoxicas. [1°!

Estudios fitoquimicos realizados al género Dalbergia han demostrado que se
encuentran metabolitos secundarios del tipo fendlicos como isoflavonoides
monomeéricos, neoflavonoides y cinnamilfenoles. [*61 También se ha demostrado que las
especies de este género poseen diversas actividades farmacoldgicas, incluyendo
analgésicos, anti-inflamatorio, antimicrobianos, antidiarreico, anti- ulcerogénico, larvicida

y repelente de mosquitos, antioxidante y actividad antitumoral. [17]

3.2.1 Dalbergia candenatensis

Es una planta del tipo trepadora y estd ampliamente distribuida en la zona de los
manglares, es conocida localmente como “Sakkhee”. El duramen de esta especie

presenta un color rojo intenso y se utiliza en Tailandia como un colorante.

Mediante una extraccion con acetona del duramen de esta especie, se logroé aislar cinco
nuevos compuestos del tipo fendlicos: Candenatenina G-K (1-5) junto con los
compuestos: Dinklagina A (6), stipulina (7) (R)-4-metoxidalbergiona (8) vy

melilotocarpano A (9). 8!



HO

HO

OMe

(1)

3)

OMe

OMe

OMe

OH
HO
OMe
(2
OMe
MeO OH
O WY
OMe
=
HO
(4)
o]
W /

(6)



10

OH

HO “\\\ / O

OH O OMe
(7) (8)

(9)

Se evalu6 la actividad citotéxica contra la linea celular de cancer NCI-H187 donde el
compuesto (2) presento un Clso de 14,8uM, mientras que el compuesto (5) presento una

potente actividad contra radicales DPPH con un Clsode 27,7uM. [18]

3.2.2 Dalbergia louvelii

Es una especie tipica de Madagascar y es utilizada tradicionalmente para el tratamiento
de esquistosomiasis y malaria. Su duramen es de un color magenta o purpura rojizo, a
veces presenta rayas oscuras de color negro-violeta. Con el tiempo su color tiende a

oscurecerse a morado oscuro casi negro.
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En un estudio fitoquimico del duramen de esta especie, se lograron aislar cuatro nuevos
metabolitos: 1-(3-Hidroxifenil)-3-(4-hidroxi-2,5-dimetoxifenil)propano (20),
espirolouvelina (11), (3R)-7,2’-Dihidroxi-4’,5’-dimetoxiisoflavanona (12) y 3-(2,4-
Dihidroxi-5-metoxi)fenil-7-hidroxicumarina (13) junto con (R)-4”-metoxidalbergiona (14),
obtusaquinol (15), 9-hidroxi-6,7-dimetoxidalbergiquinol (16), parvifurano (17),
obtusafurano  (18), 7,4’-dihidroxi-3’-metoxiisoflavona (19), odoratina (20) e

isoliquiritigenina (21). [1°]
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Los compuestos (14), (15), (19), (21) mostraron actividad anti-plasmodial con un Clso
entre 5,8 y 8,7uM. 119

3.2.3 Dalbergia odorifera

Es originaria de Hainan, Guangdong y Guangxi, provincias de China, y crece en el
borde de bosques densos. El duramen de esta especie es uno de los importantes
medicamentos tradicionales en China. Se ha utilizado en la medicina tradicional para
tratar enfermedades de la sangre, la isquemia, inflamacién, necrosis y dolores

reumaticos. [20

Resultados de los estudios fitoquimicos realizados a esta especie demostraron que
contiene principalmente flavonoides y volatiles, que mostraron actividad como

antiinflamatorios, antioxidantes, antimicrobianos y antiplaquetarios.

Del extracto etandlico del duramen se lograron aislar seis nuevos compuestos
fendlicos: (6aR,11aR)-6a,3,9-trimetoxipterocarpano (22), (6aR,11aR)-6a,9-Dimetoxi-3-
hidroxipterocarpano (23), acido 2-(2-(2,4-Dimetoxifenil)-2-oxoetoxi)-4-hidrobenzoico
(24), 2-(2,4-Dinhidroxifenil)-1-(4-hidroxi-2-metoxifenil) etanona (25), 6-Metoxi-5,2’,4'-
trihidroxi-3-benzoylbenzofurano (26), (3R)-7,3’-Dihidroxi-6,2’,4’-trimetoxi-isoflavanona
(27), junto con cinco compuestos fendlicos conocidos: (6aR,11aR)-variabina (28),
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melilotocarpano D (29), melilotocarpano A (30), vesticarpano (31), 3-metoxi-9-

hidroxipterocarpano (32).124

Por otro lado, el compuesto (22) mostré actividad citotoxica contra lineas celulares
SGC-7901 y BEL-7402, mientras que los compuestos (25), (26) y (32) mostraron

actividad antibacteriana contra Ralstonia solanacearum. [21]
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En otro estudio fitoquimico, se logré separar por HPLC del extracto metandlico del
duramen, los ocho flavonoides mayoritarios presentes en esta especie: (3R)-4’-metoxi-
2’,3,7-trinidroxiisoflavanona (33), liquiritigenina (34), violanona (35), vistitona (36),
formononetina (37), sativanona (38), medicarpina (39) y Butina (40). 122
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3.2.4 Dalbergia olivari

Es un arbol que crece alrededor de 30 metros de altura. Su fruto es una vaina verde
gue contiene de uno a dos semillas que se vuelven de color marron a negro cuando
esta maduro. Esta especie se distribuye en Myanmar, Tailandia, Laos, Camboya y

Vietnam.

Del extracto etandlico de la corteza del tallo se lograron aislar dos nuevos
isoflavonoides: olibergina A (41) y olibergina B (42) junto con tres compuestos
conocidos formononetina (37), biochanina A (43), y genisteina (44). 123

HO

OMe

(43) R1= OH, R2=OMe
(44) R1= OH, R2=0OH
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En otro estudio fitoquimico del extracto de diclorometano del duramen de esta espacie,
se lograron aislar tres isoflavonoides: (+)-medicarpina (39), formononetina (37) y (%)-
violanona (35), los cuales presentaron actividad larvicida sobre Aedes aegypti que es el
principal causante de la transmision de dengue y dengue hemorragico; el compuesto

(39) fue el que presento mayor actividad con un Clso de 296,72ppm. [24

3.2.5 Dalbergia parviflora

Es una liana gigante que desarrolla un duramen de color rojo oscuro. Es conocida en
Tailandia como “Sak Kee”, se usa en la medicina tradicional tailandesa como
expectorante estomacal, cardiotonico. La madera de esta planta se ha usado como
incienso. El aceite de esta especie se ha usado para curar heridas cronicas y como

antipirético. 2%

Mediante una extraccion con acetato de etilo de los tallos de esta especie, se lograron
aislar los siguientes compuestos: pinocembrina (45), mucronulaton (46), duartina (47),
sativanona (48), naringenina (49), formononetina (42), liquiritigenina (34), violanona (35)
y biochanina A (50), junto con una nueva isoflavona: dalparvona (51) y dalparvinena
(52).

R3
R, 0
R, O
(45) R1=R2=OH, Ra=H (46) R1=R>=OH, Rs=Rs=OMe, Rs=OH

(50) R2=R3=OH, R1=H (52) Ri=R2=OH, R3=Rs=H, R4=OMe
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La isoflavona (47), mostro una potente actividad citotoxica contra KB y contra lineas
celulares NCI-H187 con valores de Clso de (0,53 y 2.04)ug/mL respectivamente.
También el compuesto (52) mostr6 una fuerte actividad citotéxica contra lineas
celulares NCI-H187 con un Clso de 1,46ug/ml, mientras que los compuestos (48) y (52)
mostraron actividad citotoxica moderada contra lineas celulares KB con valores de Clso
de (6,78 y 9,89) ug/mL respectivamente. Ademas, el compuesto (50) mostré actividad

anti-plasmodial moderada con un Clso de 8,19 pg/mL. [?6]

En otro estudio fitoquimico realizado a los tallos de esta especie, se lograron aislar tres
nuevos compuestos: dalberpena (53), dalparvinena B (54) y dalparvona B (55) junto
con: isomucronustirena (56), xenognosin A (57), 3,5,7-trihidroxiflavonol (58), 4-hidroxi-3-

metoxi-8,9-metilenedioxipterocarpano (59), 3-hidroxi-2,4-dimetoxibenzaldehido (60), 3'-



20

O-metilviolanona  (61), 5-hidroxibowdichiona (62), eridictiol (63), 5,7,3'4"-
Tetrahidroxiisoflavona (64), secundiflorol H (65), 3,8-dihidroxi-9-metoxipterocarpano (66)
y 2'-hidroxibiochanina A (67). 2]

OMe
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HO OH
(53) (54)
Ry
Rz
/
(55) Ri=OMe R2=H, R3=R4=0H (56) R1=R3=OMe, R2=0OH, Rs=H
(64) R1=R4=H, R2=R3=0H (57) Ri=OMe R2=H, R4= R3=OH

(67) R1=OH, R2 =R4=H, R3=Ome
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La isoflavona (65) presentd una potente actividad citotdxica contra lineas celulares KB,
MCF-7 y NCI-H187 con rangos de valores de Clso entre 3,5ug/mL y 5,4 ug/mL y estas

fueron inactivas contra células normales. [27]

3.2.6 Dalbergia sisso

Es un arbol grande perenne, crece ampliamente en toda India, Pakistan, Afganistan,
Bangladesh y Nepal. Se utiliza en la medicina popular para el tratamiento de la
gonorrea. La corteza de esta especie posee actividad antiinflamatoria, antiulcerogénica
y antioxidante, mientras que a las hojas de esta planta se le atribuyen actividades
antipiréticas, analgésicas, antimicrobianas y propiedades osteogénicas, para el

tratamiento de la inflamacion y diabetes.
De un estudio fitoquimico del duramen de esta especie, se lograron aislar los siguientes
compuestos: dalsissooal (68), cearoin (69), dalbergifenol (69), dalbergicromona (70),

metil dalbergina (71) y latinona (72). [28]

MeO OMe

N

HO

(68)



MeO OMe
HO X
(69)
MeO O O
=
=
MeO
(71)
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MeO O

HO

(70)

OMe

MeO

®)
X
4
O

(72)

En otro estudio fitoquimico realizado a las hojas de esta especie se lograron aislar del

extracto metandlico, los siguientes flavonoides glicosilados: biochanina A 7-O-[B-D-
apiofuranosil-(1->5)-3-D-apiofuranosil-(1->6)-B-D-glucopiranosido] (73) y tectorigenina
7-O-[B-D-apiofuranosil-(1->6)-B-D-glucopiranosido] (74). 128



HO

OH

OH

HO
HO

OH

OH

(73)

MeO

(74)

OMe
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3.3 GENERO TACHIGALI

El género fue descrito por Aublet, quien reconocié dos especies, T. paniculata Aubl. y T.
trigona Aubl., ambas de la Guayana Francesa.*®! Este género comprende unas 74

especies [2° que van desde arboles pequerios hasta arboles grandes.

Figura 3 Especie Tachigali densiflora.

Presenta flores de coloraciéon amarillas y raramente presentan una coloracién blanca.
Las flores son casi indispensables para la identificacion de las especies de este género,

debido a las formas que estas presentan.
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Figura 4 Flores tipicas para las especies del género Tachigali. En este caso la especie
Tachigali subvelutina.

El género Tachigali se distribuye desde Costa Rica hasta el sur de Paraguay y Brasil.

Figura 5 Distribucion geogréfica del genero Tachigali. 29
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3.3.1 Tachigali paniculata

Cioffi G. y col., realizaron un estudio fitoquimico a las hojas de esta especie logrando
aislar dos flavonoides del extracto con éter de petroleo, los cuales fueron identificados
como: Miricetina 7-O-D-glucopiranosil-(1->6)-D-glucopiranosido (75), Miricetina 7-O-L-
ramnopiranosil-(1->6)-a-D-glucopiranosido (76), mientras que del extracto metandlico
se lograron aislar: quercetina 3-O-D-glucopiranosido (77), quercetina 3-O-R-L-
ramnopiranosido (78), quercetina 3-O-D-galactopiranosido (79), galato de metilo (80),
isovanillina (81), 4-hidroximetillbenzoato (82), 3,4-dihidroximetilbenzoato (83) vy cafeoil
aldehido (84). [30

0 0
HO OH i OH OH
OH OMe OH OH
(80) (81) (82) (83)

CHO

HO

OH
(84)
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OH
OH

OR, 0

| OR;
OH @)

(75) Ri= OH R2= B-D-glc-(1->6)-B-D-glc Rs=H
(76) R1= OH R2= a-L-rha-(1-2>6) -B-D-glc Rs=H
(77) R1= H R2=H Rs= B-D-glc
(78) Ri= H R2= H Rs= a-L-rha
(79) R1= H R2= H Rs= B-D-gal

En este trabajo se evalud la actividad antioxidante usando tres ensayos diferentes para
medir los efectos de los radicales libres, TEAC, y &cido linoleico (ensayo de auto-
oxidacion). Los compuestos (75), (76) y (80) mostraron actividad en la prueba TEAC,
mientras que los compuestos (9-81 y (84) fueron moderadamente activos en el ensayo

de autooxidacion. 3

En otro estudio fitoquimico realizado por Alvino y col. al extracto metandlico de las
hojas, utilizando cromatografia en columna con aumento gradual de la polaridad como
método de separacidon, se obtuvieron cuatros compuestos identificados como:
Lupenona (85), Lupeol (86) y una mezcla de esteroles conocidos como estigmasterol
(87) y B-sitosterol (88). (31
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(87) (88)

3.3.2 Tachigali myrmecophyla

Conocida popularmente como "Tachi negro”, esta especie se distribuye en el Amazonas
y es un arbol muy resistente a la ausencia de luz. Se estudio su actividad alelopatica en

base a las observaciones de campo que mostraban que pocas plantas crecen en las
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proximidades de la especie Tachi negro, lo que indica la presencia de sustancias con

propiedades alelopéticas.

Lébo L., y col, realizaron un estudio fitoquimico a las hojas de esta especie, aislando

dos catequinas identificadas como: (+)-catequina (89) y epicatequina (90). 132

OH
OH OH

HO O “\\\
h OH

OH
(89) (90)

Souza F. y col, lograron aislar de la fraccion de diclorometano proveniente del extracto
hidroalcohdlico de las hojas de esta especie, el compuesto 4,5-dihidroblumenol A (91),
el cual present6 una actividad alelopatica que depende de la concentracion. Se observé

que los efectos mas altos se lograron a una concentracion de 20mg/mL. [

HO

(91)
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3.3.3 Tachigali cavipes (Spruce ex Benth).

Es un arbol que se encuentra en bosques riberefios estacionalmente inundable por
aguas negras, su altura varia entre 100-200m snm y se distribuye geograficamente en
Venezuela en la cuenca de los rios Atabapo, Cunucunuma, Ventuari y la Amazonia de

Colombia, Per( y Brasil. [34

Al realizar la revisidn bibliografica para esta especie no se consiguié estudios

fitoquimicos anteriores al de este trabajo de investigacion.
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4 JUSTIFICACION

Tachigali Cavipes es una especie nativa de nuestro pais de la cual no se conocen
antecedentes fitoquimicos en la literatura. Los pocos antecedentes asociados al género
Tachigali, permiten proponer el estudio de especies pertenecientes a este género en la
busqueda de nuevos metabolitos secundarios y no menos importante, ampliar del
conocimiento quimio taxondémico del género Tachigali, por lo cual se propuso el estudio

fitoquimico de las hojas y ramas de esta planta.

Basados en los escasos antecedentes de la familia del género Tachigali, es probable
gque posea una amplia cantidad de metabolitos secundarios, como terpenos y
flavonoides, puesto que estos ultimos son ampliamente conocidos por presentar una
amplia gama de actividades biolégicas, se considera que, el estudio de esta especie

puede representar un aporte importante al estudio del género Tachigali.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo General:

1) Aislar, purificar y caracterizar los metabolitos secundarios mayoritarios presentes

en la especie Tachigali Cavipes.

5.2 Objetivos Especificos:

1) Preparar el extracto metandlico de las hojas y ramas de la planta Tachigali

Cavipes mediante la técnica de maceracion.

2) Aislar y purificar mediante técnicas cromatograficas los metabolitos secundarios

mayoritarios presentes en las hojas y ramas de la planta Tachigali Cavipes.

3) Caracterizar los compuestos aislados mediante sus propiedades fisicas vy
técnicas espectroscépicas de IR, RMNH, RMN®3C y espectrometria de masas.
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6 PARTE EXPERIMENTAL

6.1 Materiales

6.1.1 Material cromatografico

e Capa fina: Placas analiticas de silica gel 60 de 0,25mm de espesor e indicador
de fluorescencia UV 254nm; marca Merck.

e Silica gel G60 para cromatografia de columna (CC), 0,06-0,2 mm (70-230 mesh
ASTM) Scharlau.

e Cromatoplacas preparativas 20x20cm con zona de concentracion 4x20cm; Merck

6.1.2 Solventes

Acetato de etilo (AcOEt). p.a.

e Diclorometano (CH2Cl2). p.a.

e Metanol (MeOH). p.a.

e n-Hexano. p.a.

e n-Butanol. p.a

e Acido Acético (CHsCOOH) p.a.
e Acido Formico (HCOOH) p.a.

e Acetona p.a.

6.1.3 Solventes para analisis de RMN.

e Cloroformo deuterado (CDClIs).
e Metanol deuterado (MeOD).
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6.1.4 Reveladores

Anisaldehido (AS): 0,5mL de anisaldehido se mezclan con 10mL de acido &cetico
glacial, seguido de 85mL de metanol y 5mL de &cido sulfarico concentrado. Se
rocia la placa de TLC con el reactivo y se calienta a 100°C durante 5-10min o
hasta obtener la maxima intensidad de color. La aparicion de manchas amarillas
y moradas en el visible es indicativo de la presencia de compuestos flavonoidales

y terpenoidales respectivamente.

Vainillina/acido sulfarico: El proceso de revelado consiste en rociar la placa con
10mL de una solucién de vainillina al 1% en etanol y posteriormente se rocia con
10mL de una solucion de acido sulfurico al 10% en etanol. Posteriormente se

calienta a 110°C durante 5-10min y se evalla la placa en el visible.

Naturstoff PEG (PN/PEG): El proceso de revelado consiste en rociar la placa con
una solucién al 1% de difenilboriloxietilamina en metanol, seguido por una
solucion etandlica al 5% de polieltilenglicol 4000 (PEG). Se observa florescencia
en UV-365nm inmediatamente o después de 15min.

Hidroxido de potasio al 5 % en metanol (Bortranger): Se prepara una solucién 5 o
10% de KOH en metanol. Se rocia la placa con esta solucién y se evalta en el
visible o a la longitud de onda larga, 365nm, con o sin calentamiento. Deteccion
de antraquinonas (rojas en el visible), antronas (amarillas, UV 365nm) y

coumarinas (azul, UV 365nm).

6.1.5 Equipos

Balanza Denver Instrumental Company, modelo AA-200.
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e Espectrometro de Resonancia Magnética Nuclear, BRUKER. Campo aplicado
para protones 600MHz y 300MHz para carbono.
e Lampara de UV en una longitud de onda (A 254nm) UVP modelo UL3101.

6.2 Material vegetal

Se recolectaron muestras de Tachigali Cavipes, en el rio Sipapo via Isla Raton,
municipio Autana, estado Amazonas. 4°54’-5°3’N; 67°34’-67°46°0, por el Dr. Anibal
Castillo. Una muestra se encuentra depositada en él herbario del Jardin Botanico de la
Universidad Central de Venezuela, bajo el nimero 5806. EI material vegetal (figura 6)
fue secado a temperatura ambiente, molido y luego sometido a percolacién con

metanol. Los extractos obtenidos fueron secados posteriormente a presion reducida.

Figura 6 Fotografia del espécimen Tachigali Cavipes (Spruce ex Benth). Aimacenado
en el Herbario Nacional de Venezuela (Jardin Botanico de la ciudad Universitaria de

Caracas).
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6.3 Extraccion y aislamiento de los metabolitos secundarios

Hojas y ramas secas dela
especie Tachigali cavipes
(375g)

Maceracién, 1x 2L, 2x 1L MeOH
Evaporacidn a presidn reducida

‘ Material Vegetal ‘

‘ Ext. MeOH (263, 6,9%)

1. Disolucién BuOH
2. Filtracidn
3

Evaporacion a presidn reducida

Restos Insoluble

[

3.

RTcMeCH (3.7, 1%)

CC (Silica Gel) 1:100

ACOEWMeOHMH,0 (100:13.5:10)

‘ RTcMeOH(39-79)91,2mg ‘ ‘ 9 subfracciones ‘ ‘RTcrv1eOH(92—1U4}87.?mg‘

1) MeOH
2) centrifugacidn

Restos Solubles(80mg, 0,02%) ‘

CFP

ACOEUHCOOHH,O (9:1:1)

1) MeOH
2) centrifugacion

| Restos Solubles (50mg. 0,01%) ‘

1. Disolucion MeOH
2. Filtracidn

[

RTcBUOH (7,72, 2%)

Evaporaciona presidnreducida

Insoluble

RTcBuOH (2,580}

CC (Silica Gel) 1:100

RTC2BUCH (3,4g)
ACOEHHCOOHMO (9:1:1)

CC (SilicaGel) 1:100
ACOETHCOOHM,0 (9:1:1)
1) MeOH 12 subfracciones 17 subfracciones
2) centrifugacion
CompuestolV

Unidn defracciones, por criterio de Rf y coloracidn|

RTCM1(86-90)

RTCHT (3,340, 0.9%) H RTCHZ (321mg, 0,1%) H RTEN3 (590mg 0,15%) H RTcli4 (270mg (0,07%) ‘
_ECFOFEUHCOOHfH;O (@11) g:;m:dﬁrsm ;;E‘:SE ;;’;Len?;ugacién
Compugﬁo RTcFO Compuﬂeﬂs RTcF1 Compuesto RTeF2 20mg ‘ Comp:ezsm RTcF2 ‘ ‘ Compuesto RTcF4 15mg ‘ ‘ RTcM1CH2CI2 (1,30, 3,5%) ‘ ‘ RTcM1MeOH ‘ ‘ Restg|n|50\ub|e ‘ ‘ Resm‘smume(z?mglﬂ‘ﬂg%} ‘
g mg
00551"&003 Gel) ':faifi\’:g’éﬂg%% CCESJ'éCUaGe” ACOEUHCOOHM,O (9:0,50,5)
| | |
RTcH1{41-59) RTcl1(70-85)
1)

Esquema 1 Esquema de separacion realizado a las hojas y ramas de la especie Tachigali cavipes

Lavado Acetona
2) Lavado Hex.

1) Lavado Acetona
2) Lavado Hex.

11 subfracciones RTcM2(45-53) |

G subfracciones ‘
1) Lavado Acetona

‘ RTCM2(64-73)

2) Lavado Hex.
Compuesto A Compuesto B Compuesto C Compuestol Compuestoll
Bmg 8mg Bmg 13mg 10mg
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6.3.1 Tratamiento de las ramas y hojas de Tachigali Cavipes

Una vez colectada la planta, se dej6 secar las hojas y ramas a temperatura ambiente
por varios dias. Luego, fueron molidas, obteniendo una masa total de 3759 y se
colocaron en maceracion en 2L de MeOH, seguida de dos maceraciones con 1L de
MeOH cada una. Por ultimo, se unieron los extractos y se evaporo el solvente a presion

reducida, obteniendo asi el extracto metandlico.

La pasta sélida correspondiente al extracto metandlico (25,589), se disolvié en butanol
obteniéndose asi una fraccién soluble llamada RTcBuOH y una fraccion insoluble. Esta
tltima fue disuelta nuevamente en MeOH, obteniéndose una fraccién soluble llamada

RTcMeOH, y una fraccion insoluble que fue llamada resto insoluble.

De la fraccibn RTcBuOH se obtuvo una masa de 7,729, de la fraccion RTcMeOH, se
obtuvo una masa de 4,028 g y de los restos insolubles una masa de 13,82g. (esquema
2)



Hojas y RamasTachigali Cavipes

3759

1. Maceracién, 1 x 2L, 2 x 1L MeOH
2. Evaporacion a presion reducida

A 4 A

39

Extracto MeOH (269) Material vegetal

1. Disolucion BuOH
2. Filtracion
3. Evaporacién a presion reducida

A

|

Resto insoluble

RTcBUOH (7,729)

1. Disolucion MeOH
2. Filtracion
3. Evaporacién a presion reducida

A

RTcMeOH (4,029)

Resto insoluble (13,8Q)

Esguema 2 Esquema de separacion realizado al extracto metandlico crudo de las hojas

y ramas de Tachigali cavipes.

Seguidamente, las fracciones fueron estudiadas mediante cromatografia de capa fina

(CCF), visualizando las placas con una lampara UV a 254 y 365 nm, seguida de la

aplicacion de una solucion de p-anisaldehido (AS) y/o Naturstoff (PN) como agente

revelador. (figura 7)
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Rf Compuesto
0,78 I
0,72 I
0,64 1l
0,54 VI

-

\.
Vis. 365nm 254nm Rev. Rev.254nm

Figura 7 CCF para RTcBuOH, sistema de solvente AcOEt/Agua/AcOH/HCOOH
(100:26:12:12), Revelador AS.

Las fracciones organicas fueron separadas mediante cromatografia en columna de fase
normal sobre silica gel, utilizando como eluyente diferentes solventes o mezclas de
solventes organicos, dependiendo del caso. Las fracciones obtenidas fueron seguidas
por CCF y se unieron segun su similitud de Factor de retencion (Rf) y coloracion frente

a los agentes reveladores.
6.3.2 Tratamiento de la Fraccion RTcBuOH:
La separacion de esta fraccion se realiz6 mediante cromatografia en columna (CC) de

fase normal, empleando como soporte silica gel en una proporcién 1:100 (peso de
muestra a peso de silica) y como fase mévil una mezcla de ACOEt/HCOOH/H20 (9:1:1).
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Se sembro aproximadamente 2,89 de la fraccion de RTcBuOH en la
columna cromatografia, de la cual se obtuvieron 126 fracciones que se reagruparon en
14 subfracciones de acuerdo al perfil cromatogréafico, factor de retencion (Rf)y su

coloracion al ser revelado con AS o PN.

La subfraccibn RTcBuOH(46-60), (96mg), presentd una parte insoluble al ser disuelta
en MeOH; luego de separada por centrifugacion se obtuvo un compuesto con una masa

de 20mg. Identificado como el compuesto IV (Esquema 3).

RTcBuCOH 2 8g

CC (Silica Gel) ACOEYHCOOH/M,0 (9:1:1)
1100

l ]

‘ RTCBUOH(01) ‘ ‘ RTCBUOH(11-14) | RTCBUOH(25-35) RTCBUOH(36-39) RTCBUOH(46-60) RTCBUOH(61-64) RTcBUOH(79-80)
‘ RTCBUOH(02-10) ‘ ‘ RTcEluCIH[15—18}| RTCBUOH(65-78)

RTcBUOH(15-18) RTCBUOH(106-163)
Compuestos Compuestos Compuestos Compuestos
no polares I,y noy v I\ Compuestos
mas polares
1) MeOH
2) centrifugacion

CC (silica Gel) ACOEYHCOOH/H;O (9:1:1)

8 subfracciones

CompuestalV | Sdlido insoluble ‘
20mag

Esqguema 3 Esquema de separacion de la fraccion RTcBUOH. Se indican la
naturaleza quimica de los compuestos mayoritarios observados en CCF para cada

fraccion.
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La subfraccién RTcMeOH (25-35), fue separada mediante CC de fase normal utilizando
como fase mévil una mezcla de AcOEt/HCOOH/H20 (9:1:1), obteniéndose 47
fracciones las cuales se reagruparon en 8 subfracciones. Al analizar las subfracciones
se noto que las de mayor interés presentaron poca masa, por lo que se realizd el mismo
procedimiento para la separacion de una mayor cantidad de la fracciéon de RTcBuOH
(3,49). De este andlisis se obtuvieron 219 fracciones, que se reagruparon en

17 subfracciones de acuerdo con la similitud de su perfil cromatografico (Esquema 4).

RTc2BUOH 3 4g

CC (Slica Gel) ACOEHHCOOHM,O (9-11)
1:100
RTc2BUOH(01-04) RTc2BUDH(51-59) RTC2BUOH(77-24) 2Bu0H|{95-105] RTc2BuOH{121-138) RTC2BUOH(191-201)

RTc2BUOH(5-25) RTc2BUOH|60-76) RTc2BuOH{106-120) RTC2BUOH(140-164) RTc2BuOH(202-206)

RTc2BuOH{26-29) RTc2BuOH|165-190) RTc2BuOH({207-214)

RTc2BuOH({215-219)

RTC2BUOH(30-34)

RTC2BUOH(35-50)

Compuestos
Iyl

Compuestos
no polares

Compuestos
1Ly

Compuestos Compuestos Compuestos
my v N mas polares

Esquema 4 Esquema de separacion realizado a la segunda fraccion RTcBuOH. Se
indican la naturaleza quimica de los compuestos mayoritarios observados en CCF para

cada fraccion.
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En ambas separaciones cromatograficas se observo la formacién de un precipitado
insoluble en MeOH en las subfracciones obtenidas, por la cual la masa obtenida para
cada una de ellas fue menor. Se compararon las subfracciones de cada separacion de
la fraccion RTcBUOH y se realiz6 la unién de fracciones similares usando como criterio
el Rf de las manchas observadas en CCF y su coloracién al ser revelado con AS o PN.
Asi, se unieron las fracciones RTc2BUOH(1-4), RTc2BuOH(5-25), RTc2BuOH(26-29),
RTc2BUOH(30-34) y RTcBuOH(1), RTcBuOH(02-10), fraccion llamada RTcM1, con una

masa de 3,34g, rica en compuestos no polares.

Asi mismo, se unieron las fracciones RTc2BuOH2(51-59), RTc2BuOH(60-76),
RTc2BUOH(77-94), RTc2BUOH(95-105), RTc2BuOH(106-120), RTcBuOH(11-14),
RTcBuOH(15-18) y RTcBUOH(19-24) como fraccidbn RTcM2, rica en los compuestos |, Il

y lll, con una masa de 391mg.

Adicionalmente, se unieron RTc2BuOH(121-139), RTc2BuOH(140-164), RTcBUOH(36-
39), RTcBUOH(40-45), RTcBuOH(65-78) y RTcBUuOH(61-64) como la fraccibn RTcM3,

rica en el compuesto IV y de la cual se obtuvo 590mg.

Por dltimo, RTc2BuOH(191-201), RTc2BuOH(202-206) y RTcBuOH(207-214), se
unieron para obtener la subfraccion RTcM4, de la cual se obtuvo una masa de 270mg,

rica en compuestos muy polares. (Esquema 5).



RTcBUOH RTc2BuOH
CC (Silica Gel)
CC (Silica Gel) 1100

1:100

!
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ACOEYHCOOHM,0 (9:1:1)

RTcBUOH01)

RTcBUOH(11-14)

RTcBuOH{36-39)

RTcBUOH(G1-64)

RTcBUOH(79-20)

RTcBUOH(02-10)

RTcBUOH(15-18)

RTcBuOH(40-45)

RTcBUOH(19-24)

RTcBUOH(B5-78)

RTcBUOH{E1-105)

RTcBUOH(106-163)

W

RTc2BUOH(01-04)

RTC2BUOH(51-59)

RTc2BuOH|85-105)

RTc2BUOH(121-159)

RTc2BuOH(191-201)

RTc2BUOH(5-25)

RTC2BUOH(26-29)

RTc2BUOH(30-34)

1) MeOH
2) centrifugacion

Restos Insolubles ‘ ‘ RTcM1 3,340

Restos Insolubles

1) MeOH

RTC2BUOH(60-76) RTc2BuUOH| 106-120) RTc2BUOH[140-164) RTC2BuOH{202-206)
RTC2BUOH(77-94) RTC2BuOH{207-214)
| N
1) MeOH 1) MeOH

2) centrifugacion

2) centnfugacion

L

RTcM2 391mg

RestoInsoluble

L

RTcM3 530mg

2) centrifugacion

Resto Insoluble RTcM4 270mg

Esquema 5 Uniones de las subfracciones obtenidas en los dos esquemas de separaciéon realizados para

la fraccion RTcBuOH
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Al disolver la fraccion RTcM2 en MeOH y luego de separar un solido insoluble en MeOH
se obtuvo una masa de 127mg. Esta fraccion fue separada mediante cromatografia en
columna (CC) de fase normal empleando como soporte silica gel en una proporcion
1:100 y utilizando como fase movil una mezcla de AcOEt/HCOOH/H20 (9:0,5:0,5),
obteniéndose 110 fracciones de las cuales se reagruparon en 8 subfracciones
denominadas como RTcM2(1-44) RTcM2(45-53), RTcM2(54-63), RTcM2(64-73),
RTcM2(85-94), RTcM2(95-106) RTcM2(107-110).

La subfraccion RTcM2(45-53) con una masa de 11mg constituida mayoritariamente por
el compuesto I. Por otro lado, La subfraccion RTcM2(64-73) con una masa de 10mg,

presentd mayoritariamente el compuesto Il. (esquema 6).

RTcM2 391mg

1) MeOH
2) centrifugacian

RestoInsoluble Resto Soluble 127mg
CC (Silica Gel)
. ACOEYHCOOHMO (9:0 5:05)
1100
RTcM2(45-53) G subfracciones RTcMZ2(64-73)
Compuestol Compuestoll
13mg 10mg

Esquema 6 Esquema de separacion realizado a la Fraccion RTcM2.
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Por otro lado, La subfraccion RTcM1 se sembrdé en una columna cromatografica de
celita-carbdn activado 1:1, utilizando como solventes metanol y diclorometano, con el fin
de eliminar las clorofilas presentes en la muestra, segun el procedimiento descrito por
H.T. Khor.?%, La fraccion de diclorometano fue separada mediante una columna
cromatografica (CC) empleando como soporte silica gel en una proporcion 1:100 (peso
de muestra/peso de silica) y como fase mévil AcOEt/Hex (1:9) con un gradiente de
polaridad progresivo hasta llegar a 100 % AcOEt. Se sembro aproximadamente 1,39 de
la fraccion de RTcM1l en la columna cromatografia, de la cual se obtuvieron 145
fracciones, que se reagruparon en 14 subfracciones de acuerdo con el factor de
retencion (RF) de las manchas observadas CCF y su coloracion al ser revelado con AS.

De esta separacion, las subfraccibnes RTcM1(41-59), RTcM1(70-85) y RTcM1(71-90)
fueron lavadas varias veces con éter dietilico, seguido con lavados de hexano como
método de purificacion, aislandose en la subfraccion RTcM1(41-59) unos cristales
blancos con una masa de 8mg, que al ser el desarrollado en CCF con una mezcla de
solvente de AcOEt/Hex (1:9) y revelado con AS se observd como una sola mancha de
coloracion amarilla, indicando un compuesto de alta pureza denominado Compuesto A.
Por otra parte, en la subfraccion RTcM1(70-85) se obtuvieron unos cristales blancos
con una masa de 8mg, que al ser desarrollado en CCF con una mezcla de solvente de
AcOEt/Hex (1:9) y al ser revelado con AS se observd como una sola mancha de
coloracion violeta, sugiriendo la presencia de un compuesto denominado Compuesto
B. Y en la subfraccion RTcM1(71-90) se obtuvo una grasa incolora con una masa de
6mg, que al ser el desarrollado en CCF con una mezcla de solvente de AcCOEt/Hex (1:9)
y al ser revelado con AS se observd como una mancha mayoritaria de coloraciéon
violeta, sugiriendo la presencia de un compuesto denominado Compuesto C (esquema
7).
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RTchM1 3,349

Celita- carbdn
activado 1:1

1) CHCIZ2
2)MeOH

RTcMACH2CIZ21,3g RTcM1MeQH

CC (Silica Gel) ACOEY Hex (1:9)
Hasta AcOEt 100%

1:100
RTcM1(41-59) RTcM1({70-35) RTchM1(86-90) 11 subfracciones
1) Lavado Acetona 1) Lavado Acetona 1) Lavado Acetona
2} Lavado Hex. 2) Lavado Hex. 2) Lavado Hex.
Compuesto A Compuesto B CompuestoC
gmg amg Emg

Esquema 7. Esquema de separacion realizado para la Fraccion RTcM2.

6.3.3 Tratamiento de la Fraccion RTcMeOH:

5.3.3.1Tratamiento de la fraccion RTcMeOH (59-79)

La separacion de la fraccion RTcMeOH se realiz6 mediante cromatografia en columna
(CC) de fase normal, empleando como soporte silica gel en una proporcién 1:100 (peso
de muestra /peso de silica) y como fase movil una mezcla de AcOEt/MeOH/H20
(100:13,5:10).

Se sembrd aproximadamente 3,7 g de la fraccion de RTcMeOH, luego de la elucién, se
obtuvieron 206 fracciones que se reagruparon en 11 subfracciones de acuerdo a su

perfil cromatogréfico.
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Asi, la subfraccibn RTcMeOH(59-79) 80mg, fue purificada mediante cromatografia de
placa preparativa (CPP) utilizando AcCOEt/HCOOH/H20 (9:1:1) como sistema de
solvente obteniéndose un total de cuatro franjas, tres de ellas mostrando una coloracion
amarilla en el visible. Cada banda fue extraida con lavados con metanol e identificadas

de la siguiente manera:

La subfraccion RTcFO se presentd como un solido oleoso color amarillo palido con una
masa de 9mg, que al ser desarrollado en CCF utlizando como fase movil
AcOEt/HCOOH/H20 (9:1:1), mostré una sola banda ldentificandose de acuerdo con su
factor de retencién como el compuesto I’. Con respecto a la subfraccion RTcF1, se
presentd como un solido oleoso color amarillo palido con una masa de 8mg que al ser
desarrollado en CCF utilizando como facil mévil ACOEt/HCOOH/H20 (9:1:1) y revelado
con AS, se observo una sola mancha de color amarillo en el visible y verde bajo la luz a
365nm, identificandose de acuerdo a su factor de retencién como el compuesto |. Asi
mismo, la subfraccion RTcF2, se presentdé como un solido oleoso color amarillo con una
masa de 20mg, que al ser desarrollado en CCF utilizando como facil movil
ACOEt/HCOOH/H20 (9:1:1), mostrdé una sola mancha de color amarillo en el visible y
verde bajo la luz a 365nm, identificAndose de acuerdo a su factor de retencion como el

compuesto Il. (Esquema 8).
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5.3.3.2 Tratamiento de la fraccion RTcMeOH (92-104)

Por otro lado, la subfraccion RTcMeOH(92-104) fue purificada mediante cromatografia
de placa preparativa (CPP) utilizando AcOEt/HCOOH/H20 (9:1:1) como sistema de
solvente. Para el desarrollo de la placa se utilizaron 50mg, obteniéndose un total de
cuatro franjas, dos de las cuales presentaron coloracion amarilla en el visible. Cada
banda fue raspada cuidadosamente y extraida con metanol; las fracciones mostraron

las siguientes caracteristicas.

La subfraccion RTcF3 se presenté como un solido oleoso color amarillo/naranja con
una masa de 12mg que al ser desarrollado por CCF y revelado con AS utilizando como
facil movil ACOEt/HCOOH/H20 (9:1:1), mostré una sola mancha de color amarillo en el
visible y verde a 365nm. Identificandose de acuerdo a su factor de retenciébn como el
compuesto Ill. Por otro lado, RTcF4 se presenté como un sélido oleoso color
amarillo/naranja con una masa de 15mg, que al ser desarrollado en CCF utilizando
ACOEt/HCOOH/H20 (9:1:1) y revelado con AS, se observo una sola mancha de color
amarillo en el visible y verde bajo la luz a 365nm. Identificandose de acuerdo a su factor

de retencion como el compuesto IV. (Esquema 8).
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RTcMeOH 3,7g

CC (Silica Gel)
1:100

ACOEYMeOHHO (100:13.5:10)

i W R
RTcMeOH(92-104)

RTcMeOH(35-58) RTcMeOH(39-79) RTcMeOH(80-91)

RTcMeOH(1-18) RTcMeOH(105-116) RTcMeOH(141-151)

RTcMeOH(23-28) RTcMeOH(117-40) ATcMeOH({152-183)

RTcKeOH({184-208)

Compuestos
I,

Compuestos
muy polares

Compuestos
nao polares

Compuestos
I, ny

Compuestos
Yy

1) MeQH
2) centrifugacian

1) MeOH
2) centrifugacion

N W Y
Sdlidoinsoluble Sdlidoinsoluble Restos Solubles50mg

Restos Solubles 80mg

CPP
ACOEYHCOOHH,0 (9:1:1)

CPP
ACOEYHCOOHM,0 (9:1:1)

RTcFO (compuesta )

9mg

RTcF1 (Compuestol)

gma

RTcF2 (Compuestall)

20mg

RTcF3 (Compuestalll)
12mg

RTcF4 (Compuestao V)
15mg

Esquema 8. Esquema de separacion para la fraccion RTcMeOH.
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Comportamiento cromatografico del extracto de Tachigali cavipes

Se realizé un analisis comparativo de los extractos metandlicos de tres especies del
género Tachigali: Tachigali cavipes (Cav), Tachigali chrysophylla (Ch) y Tachigali
paniculata (Pa), por medio de cromatografia de capa fina, utilizando diferentes sistemas

de solventes y usando como agentes reveladores anisaldehido y Borntrager.

Para el sistema de solvente Cloroformo/CHsCOOH/MeOH/H20 (64:32:12:8) (Figuras 8y
9), se observaron manchas de coloracion amarillas en el visible (con quenching de
fluorescencia a 254 nm y fluorescencia a 365nm para algunas de las manchas), en todo
el recorrido de la placa para los tres extractos, asociadas, por su comportamiento, a
posibles flavonoides glicosilados. En el caso de paniculata, se observaron manchas de
color violetas asociadas a la presencia de terpenos glicosilados. Vale la pena destacar
gue los tres extractos mostraron un comportamiento diferente cuando la placa se coloco
bajo luz UV 365 nm antes y después de rociada, sin embargo, pudo notarse un
comportamiento similar para las especies Ch y Pa. El comportamiento de los extractos
al ser rociada la placa con KOH, es similar al observado al tratar la misma con AS,
observandose la desaparicién de las bandas de los terpenos en Pa y la intensificacion
de la coloracion de las bandas asociadas a flavonoides, indicando asi la presencia de

flavonoides con estructuras conjugadas como flavonoles, flavonas, etc.
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Cav. Ch. Pa.
N fm™mm

Vis. Vis. Rev 254nm 365nm 365nm Rev.

Figura 8 CCF sistema de solvente Cloroformo/CH3COOH/MeOH/H20 (64:32:12:8),
revelador AS.

Cav. Ch. Pa.
i ™ ™ .
-— GBS

Vis. Vis. Rev 254nm 365nm 365nm Rev.

Figura 9 CCF Sistema de solvente Cloroformo/CH3COOH/MeOH/H20 (64:32:12:8),
revelador KOH.
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Cav. Ch. Pa.

Vis. Vis. Rev 365nm 365nm Rev. 254nm

Figura 10 CCF Sistema de solvente AcOEt/MeOH/H20 (100:13.5:10), revelador KOH.

Bajo el sistema de solvente AcCOEt/MeOH/H20 (100:13.5:10) (Figura 10) se observaron
manchas de coloracion amarillas en el visible (con quenching de fluorescencia a 254
nm y fluorescencia a 365nm para algunas de las manchas), en todo el recorrido de la
placa para los tres extractos. Vale la pena destacar que en el caso de la especie
Cavipes, se pudo observar la presencia de una banda continua de coloracién rojiza a
365 nm atribuida a la presencia de clorofilas unidas a un resto de caracteristica oleosa
que luego pudo determinarse que correspondia a ceras que hicieron dificil la separacion
de los metabolitos de interés. Igualmente, pudo observarse gran similitud entre los

extractos Ch y Pa.
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Cav. Ch. Pa. _

» L %

o0 oee

Vis. Vis. Rev 365nm 365nm Rev. 254nm

Figura 11 CCF Sistema de solvente Cloroformo/MeOH/H20 (70:30:3), revelador AS.

Cuando se realiza la comparacion de las tres especies en un sistema de solventes
utilizado para la separacién de saponinas, es posible observar diferencias en los
extractos. En el caso particular de Tachigali cavipes (Cav.) (Figura 11)., se observé un
desarrollo continuo a lo largo de la placa con manchas amarillas sobre un fondo blanco,
este Ultimo asociado a la presencia de ceras o0 grasas en el extracto. Las manchas
amarillas que se observan al ser reveladas con AS y sometidas a luz 365nm presentan
coloracion verde tipico para compuesto del tipo flavonoidal.
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Jpé' IllI

Vis. Vis. Rev 365nm 365nm Rev. 254nm

Figura 12 CCF Sistema de solvente Hexano/AcOEt/HCOOH (75:25:1), revelador AS.

Vis. Vis. Rev 254nm 365nm 365nm Rev.

Figura 13 CCF Sistema de solvente Tolueno/AcOEt (75:25), revelador AS.
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Al utilizar sistemas de solventes con menor polaridad (Figuras 12 y 13), se observaron
eluciones mas limpias y con manchas mas intensas y definidas para los tres extractos;
que al ser reveladas con AS se observé la presencia de diversas manchas de
coloracién violeta y amarillo. Las manchas violetas presentaron una coloracion
amarilla/naranja bajo la luz 365nm caracteristico de nucleos terpénicos. Por otra parte,
se observo gran similitud entre los tres extractos de las diferentes especies del género
Tachigali, lo que indica que su composicion terpenoidal es semejante. Vale la pena
destacar que en el caso de la especie paniculata (Pa), se observé la ausencia de

clorofilas, abundantes en las especies Cavipes (Cav) y Chrysophylla (Ch).
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7.2 Aislamiento e Identificacién de compuestos

La caracterizacion de los compuestos aislados de las hojas y ramas de la planta
Tachigali Cavipes se llevé a cabo por medio de técnicas espectroscopicas de RMN H,
RMN 3C y DEPT-135.

7.2.1 Compuesto I’:

El compuesto I’ se aisl6 como un soélido oleoso color amarillo palido con un peso de
9mg, soluble en agua y metanol. En el andlisis realizado por CCF presenté un Rf=0.88
al ser desarrollado con una mezcla AcCOEt/HCOOH/H20 (9:1:1) Este compuesto se
observé en la placa cromatografica como una mancha oscura a 254nm indicando que

presenta por lo menos dos dobles enlaces conjugados.

En el espectro de RMN 'H realizado en MeOD (anexos 2-4), se pudieron observar
sefales desde 0,8 ppm hasta 8.1 ppm, indicando la presencia de una mezcla compleja
de compuestos. Asi, se observan sefiales caracteristicas de protones aroméaticos asi
como sefales tipicas de hidrogenos unidos a oxigenos entre 3.0ppm a 4.2 ppm. A
campo alto se observan sefales entre 0.8ppm y 2.4ppm asociadas a protones de
cadenas carbonadas formando o no ciclos. La relacion que existe entre las sefales
mostradas en el espectro de RMN 'H (anexo 1), indica la presencia de alguna base
oleosa en mayor proporcidon que los compuestos polifendlicos que se observan en el
espectro, los cuales, de acuerdo con el analisis de CCF previo realizado, se encuentran
presentes en el extracto, indicando que al realizar la separacion cromatogréfica de este
compuesto la base oleosa no pudo ser separada, esto se evidencia en las placas de
CCF (Figuras 8, 9 10 y 11). Vale la pena destacar que el espectro de RMN 13C de esta
muestra no fue realizado debido a la mezcla de sefiales y por lo tanto, no se logro

identificar el compuesto aromatico.



58

7.2.2 Compuesto I:

El compuesto | se aislé como un solido oleoso color amarillo palido con un peso de
8mg, soluble en agua y metanol. Este compuesto se logro aislar a partir de la fraccion
RTcBUOH y RTcMeOH, siendo aislado en esta ultima el utilizado para los andlisis de
RMN.

En el analisis realizado por CCF presentd un Rf=0.74 al ser desarrollado con una
mezcla ACOEt/HCOOH/H20 (9:1:1). Luego de rociar la placa cromatografica con el
agente revelador AS, se observdO como una mancha amarilla en el visible y verde
intenso bajo luz a 365nm, caracteristica de flavonoides. Al ser revelado con el reactivo
PN/PEG se observé en como una mancha amarilla intensa en el visible y amarillo bajo

luz a 365nm caracteristico de flavonoles.

En el espectro de RMN !H realizado en MeOD (anexos 6-8) entre 5.7ppm y 7.8 ppm se
observan sefales caracteristicas de protones aromaticos, también se observaron
sefales tipicas de hidrogenos unidos a oxigenos entre 3.0ppm a 4.0 ppm mientras que
en campo altos se observan sefales entre 0.7ppm y 2.6ppm, asociadas a protones
sobre cadenas carbonadas. La relaciébn que existe entre las sefiales mostradas en el
espectro de RMN 'H (anexo 5), indica la presencia de un resto oleoso tipo cera en
mayor proporcidén que el o los compuestos polifendlicos que se observan en el espectro,
sugiriendo que al realizar la separacion cromatografica de este compuesto la base
oleosa no pudo ser separada debido a que esta cera se extiende a lo largo de la
columna al ser eluida, esto se evidencia en la placa de CCF (Figuras 8, 9, 10 y 11). El
espectro de RMN 13C de esta muestra no fue realizado, por lo que no se logré identificar

el compuesto.
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7.2.3 Compuesto ll:

El compuesto Il se aisl6 como un solido oleoso color amarillo con un peso de 20mg,
soluble en agua y metanol. Este compuesto se logré aislar a partir de la fraccion
RTcBUOH y RTcMeOH, este ultimo fue el utilizado para los analisis de RMN. En el
andlisis realizado por CCF presenté un Rf=0.70 al ser desarrollado con una mezcla
ACOEt/HCOOH/H20 (9:1:1) Este compuesto se observo en la placa cromatografica
después de rociarla con el agente revelador AS, como una mancha amarilla en el visible
y verde intenso a 365nm, caracteristica de flavonoides. Al ser revelado con PN/PEG, se
observé como una mancha amarilla intensa en el visible y amarillo bajo luz a 365nm

caracteristico de flavonoles.

En el espectro de RMN !H realizado en MeOD (anexos 10-12) se pudieron observar
desplazamientos quimicos entre 5.4 ppm y 7.9 ppm caracteristicos de protones
aromaticos, asi como sefiales tipicas de hidrégenos unidos a oxigenos entre 3.0ppm a
4.5 ppm; por ultimo, a campo altos se observan sefales entre 0.7ppm y 2.5ppm
asociadas a protones sobre cadenas alifaticas o ciclicas. La relacion que existe entre
las sefiales mostradas en el espectro de RMN !H (anexo 9), indica la presencia un
compuesto parafilico en mayor proporcion que los compuestos polifendlicos que se
observan en el espectro, indicando que, al realizar la separacion cromatografica de este
compuesto, la base oleosa no pudo ser separada (Figuras 8, 9 11 y 12). Tal como se

indico en el caso de los compuestos I'y |, no se logré identificar este compuesto.

7.2.4 Compuesto Il

El compuesto Il se aislé6 como un sélido oleoso color amarillo con un peso de 12mg,
soluble en agua y metanol. En el andlisis realizado por CCF presenté un Rf=0.56 al ser
desarrollado con una mezcla AcCOEt/HCOOH/H20 (9:1:1). Este compuesto se observo

en la placa cromatografica como una mancha amarilla en el visible y verde intenso bajo
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luz a 365nm caracteristica de flavonoides, luego de rociarla con el agente revelador AS.
Al ser revelado con PN/PEG, se observé como una mancha amarilla intensa en el

visible y amarillo a 365nm, caracteristico de flavonoles.

En el espectro de RMN !H realizado en MeOD (anexos 14-16), se pudieron observar
sefiales a diferentes desplazamientos quimicos entre 6.4 y 8.1 ppm asociadas a
protones aromaticos, asi como sefales tipicas de protones unidos a heteroatomos entre
3.1y 4.7 ppm. A campo alto se observan sefales entre 0.7 y 2.4ppm asociadas a
protones de metilenos y metilos de cadenas carbonadas. La relacion que existe entre
las sefiales mostradas en el espectro de RMN *H (anexo 13), indica la presencia de una
mezcla que contiene uno 0 mas compuestos derivados de &cidos grasos en mayor
proporcion que los compuestos polifendlicos que se observan en el espectro, los cuales
de acuerdo con el analisis de CCF previo realizado se encontraron presentes en el
extracto, indicando que al realizar la separaciébn cromatografica de este compuesto,
esta base cerosa no pudo ser separada debido a que dicha grasa se extiende a lo largo
de la columna al ser eluida, esto se evidencia en la placa de CCF (figuras 8, 9, 11y
12). Se realizd el espectro de RMN *3C pero no se observaron sefiales de utilidad
(anexo 18, 19 y 20). Por lo anterior, no se logro identificar el compuesto o compuestos

aromaticos presentes en la mezcla.

7.2.5 Compuesto IV:

El compuesto IV se aislé como un sdlido oleoso color amarillo-naranja palido con un
peso de 15mg, soluble en agua y metanol. Este compuesto se logré aislar a partir de la
fraccibn RTcBuUuOH y RTcMeOH, la muestra aislada en esta ultima fue utilizada para los
analisis de RMN. Este compuesto se observd en la placa cromatografica como una
mancha con Rf=0,4, al ser desarrollado con una mezcla AcCOEt/HCOOH/H20 (9:1:1)
después de rociarla con el agente revelador AS; color amarillo en el visible y verde

intenso bajo luz a 365nm, caracteristica de flavonoides. Al ser revelado con PN se
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observé como una mancha amarilla intensa en el visible y amarillo bajo luz a 365nm

caracteristico de flavonoles.

En el espectro de RMN H realizado en MeOD (anexo 23-25), se observaron sefiales a
diferentes desplazamientos quimicos entre 6.3 ppm y 8.1 ppm, sefiales caracteristicas
de protones aromaticos, asi como sefiales tipicas de protones unidos a heteroatomos
entre 3.1ppm a 4.5ppm mientras que en campo altos se observan sefales entre 0.8ppm
y 2.4ppm asociadas a protones de metilenos y metilos de cadenas carbonadas. La
relaciéon que existe entre las sefiales mostradas en el espectro de RMN 'H (anexo 13),
indica la presencia de una mezcla que contiene uno o0 mas compuestos derivados de
acidos grasos en mayor proporcion que los compuestos polifendlicos que se observan
en el espectro, los cuales de acuerdo con el analisis de CCF previamente realizado se
encontraron presentes en el extracto, indicando que al realizar la separaciéon
cromatografica de este compuesto, esta base cerosa no pudo ser separada debido a
gue dicha grasa se extiende a lo largo de la columna al ser eluida, esto se evidencia en
la placa de CCF (figuras 9, 10, 11 y 12). Se realiz6 el espectro de RMN *3C pero no se
observaron sefiales de utilidad (anexo 26). Por lo anterior, no se logré identificar el

compuesto 0 compuestos aromaticos presentes en la mezcla.
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7.2.6 Compuesto A:

El compuesto A se aisl6 como un sélido cristalino color blanco con un peso de 8mg,
soluble en cloroformo y diclorometano. En el andlisis realizado por CCF presentd un
Rf=0.7 al ser desarrollado con una mezcla Hexano-Acetato de etilo (9:1). Este
compuesto se observo en la placa cromatografica después de rociarla con el agente

revelador AS, como una mancha amarilla oscura en el visible.

Al observar los espectros de RMN del compuesto, se identificaron sefales tipicas de un
nacleo triterpénico. Al comparar los datos espectroscépicos con los reportados en la
literatura para diversos esqueletos triterpénicos, se encontré6 que la estructura en

estudio correspondia a la del compuesto Friedelina. (Figura 14).

Figura 14 Estructura del compuesto A
(Friedelina)

En el espectro de RMN H (Figura 15) tomado en CDCIs, se observan desplazamientos
quimicos caracteristicos de nucleos triterpenicos. Asi, a campo alto se observan siete
singletes con desplazamientos de 0.70, 0.85, 0.99, 1.03, 1.16, 0.93 y 0.98 ppm
correspondientes a grupos metilos unidos a un ciclo, por lo que fueron asignados a los
protones H-24, H-25, H-26, H-27, H-28, H-29 y H-30, respectivamente. Asimismo, a un
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desplazamiento de 0.87ppm se observa un singlete ancho asignado para el protén H-
23.

Por otro lado, se observan tres multipletes con desplazamientos de 2.38, 2.23 y (1.95-
1.68)ppm correspondientes a grupos metilenos del nucleo triterpénico, los cuales fueron

asignados a los protones H-2, H-4 y H-1, respectivamente. (Figura 15).

H-30 H-29

H-26 \\r / H-23
N

e

S W T e

7 1.‘6 1.‘5 1.I3 1.I2 1!1 1.‘0
Figura 15 Espectro de RMN H del compuesto A (CDCls, 300MHz).
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3 3.10

-
b

ppm

En el espectro de RMN 13C (Figura 16 y 18), se observan un total de treinta sefales
corroborando que se trata de un ndcleo triterpénico. De esta manera, a campo bajo se
observa una sefial en 213,1ppm caracteristica de un grupo carbonilo, asignado al

carbono C-3 por consideraciones biosintéticas.



64

Slen]

CDCl; \

T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 &0 40 20 0 ppm

Figura 16 Espectro de RMN 3C del compuesto A (CDCls, 75MHz).

A campo alto se observaron sefiales caracteristicas de carbonos del tipo metilicos,
metilénicos y metinos, que con ayuda del espectro DEPT-135 (Figura 17) (anexos 37-
40) permitié su identificacion de la siguiente manera: cuatro de ellas corresponden a
carbonos metinicos asignados a los carbonos: C-4, C-8, C-10 y C-18; ocho de estas
sefales fueron asignadas a carbonos de tipo metilicos asignados a los carbonos C-23,
C-24, C-25, C-26, C-27, C-28, C-29 y C-30 y once sefiales a carbonos del tipo
metilénico asignados para C-22, C-21, C-19, C-16, C-15, C-12, C-11, C-7,C-6,C-1y C-
2. Por otra parte, seis de las sefiales fueron asignadas a los carbonos cuaternarios C-
20, C-17, C-13, C-14,C-9y C-5.

Se realizd una revision bibliografica del género Tachigali y no se encontré ningun
reporte anterior para el aislamiento de Friedelina para este género. Por lo anterior se

reporta por primera vez la Friedelina en el género Tachigali.
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Figura 17 Espectro de DEPT-135 del compuesto A (CDClsz, 75MHz).

Slem) /e
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Figura 18 Espectro de RMN 3C del compuesto A entre 43 y 32 ppm (CDClz, 75MHz).
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Tabla 1. Comparacion de los datos espectroscopicos para el compuesto A con los

datos reportados en la literatura.

Experimental en CDCl3

Reportado tomado en CDCl; ¢l

H/C O (ppm) Oc(ppm)  DEPT O (ppm) Sc (ppm) DEPT
300MHz 75MHz a 400MHz a 100MHz
1 1.68 (m), 1.96 (m) 22.3 CH; 1.69 (m), 1.97 (m) 22.3 CH;
2 2.38 (m), 2.31 (m) 41.5 CH; 2.31 (m), 2.39 (m) 41.5 CH;
3 - 213.1 Cc=0 - 213.2 Cc=0
4 2.22ppm 58.2 CH 2,25 (m) 58.2 CH
5 - 42.1 C - 42.1 C
6 1.27 (m), 1.74 (m) 41.3 CH; 1.29 (m), 1.75 (m) 41.3 CH>
7 1.37 (m), 1.48 (m) 18.2 CH; 1.38 (m), 1.49 (m) 18.2 CH>
8 1.4 (m) 53.1 CH 1.41 (m) 53.1 CH
9 - 37.5 C - 37.4 C
10 1.51 (m) 59.5 CH 1.55 (m) 59.4 CH
11 1.32 (m), 1.43 (m) 35.6 CH; 1.26 (m), 1.46 (m) 35.6 CH:
12 1.34 (m) 30.5 CH; 1.34 (2H,m) 30.5 CH>
13 - 39.7 C - 39.7 C
14 - 38.3 C - 38.3 C
15 1.29 (m), 1.50 (m) 32.4 CH; 1.32 (m), 1.51 (m) 32.4 CH;
16 1.41 (m), 1.50 (m) 36.0 CH; 1.39 (m), 1.59 (m) 36.0 CH>
17 - 30.0 C - 30.0 C
18 1.58 (m) 42.8 CH 1.56 (m) 42.8 CH
19 1.18 (m), 1.37 (m) 35.3 CH; 1.21 (m), 1.38 (m) 35.3 CH>
20 - 28.2 C - 28.1 C
21 1.23 (m), 1.45 (m) 32.8 CH; 1.28 (m), 1.43 (m) 32.7 CH:
22 0.91 (m), 1.53 (m) 39.2 CH; 0.95 (m), 1.53 (m) 39.2 CH:
23 0.87 (3H, s) 6.80 CHs 0.88 (3H, d,7) 6.80 CHs
24 0.70 (3H, s) 14.7 CHs 0.73 (3H ,s) 14.6 CHs
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Experimental en CDCl3 Reportado tomado en CDCl; 13!
H/C OH (ppm) Oc (ppm)  DEPT O+ (ppm) Oc (ppm) DEPT
300MHz 75MHz a 400MHz a 100MHz
25 0.85 (3H, s) 17.9 CHs 0.87 (3H, s) 17.9 CHs
26 0.97 (3H, s) 20.3 CHa 1.01 (3H, s) 20.2 CHs
27 1.03 (3H, s) 18.6 CHa 1.05 (3H, s) 18.6 CHs
28 1.16 (3H, s) 32.1 CHa 1.18 (3H, s) 321 CHs
29 0.93 (3H, s) 35.0 CHs 0.95 (3H, s) 35.0 CHs
30 0.98 (3H, s) 31.8 CHs 1.00 (3H, s) 31.8 CHs

7.2.7 Compuesto B:

El compuesto B se aisl6 como un sélido cristalino color blanco con un peso de 8mg,
soluble en cloroformo y diclorometano. En el analisis realizado por CCF presenté un
Rf=0.4 al ser desarrollado con una mezcla Hexano-Acetato de etilo (9:1). Este
compuesto se observo en la placa cromatografica como una mancha violeta oscura en
el visible, la cual es caracteristica de los nucleos terpenoidales, luego de rociarla con el

agente revelador AS.

Al observar los espectros de RMN, se evidencié que este compuesto presentaba una
mezcla de compuestos, sin embargo, se identificaron sefiales tipicas de un nucleo
triterpénico. Los datos espectroscépicos fueron comparados con los reportados en la
literatura para diversos esqueletos triterpénicos, encontrdndose que la estructura en
estudio correspondia a la del compuesto Taraxerol (Figura 19). Por otra parte, se
observan sefales tipicas de un éster metilico de un acido graso, identificado como

compuesto B1 (Figura 20).
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Figura 19 Estructura del Compuesto B (Taraxerol)

Figura 20 Estructura del compuesto B1

Asi, en el espectro de RMN 'H (Figura 21) tomado en CDClIs, se observaron sefiales
correspondientes a un nucleo triterpénico. Asi, a campo alto se observan siete singletes
con desplazamientos de 0.96, 0.90, 0.78, 1.07, 0.8, 0.93 y 0.89 ppm correspondientes a
grupos metilos unidos a carbonos cuaternarios del triterpeno, asignados a los protones
H-23, H-24, H-25, H-26/H-30, H-27, H-28, H-29 y H-30, respectivamente. Centrados en
1.9 ppmy 2.1 ppm se observan dos multipletes asignados a H-16 y H-19. Por otro lado,
a campo bajo se observaron un doblete de doblete centrado en 5,51 ppm con
constantes de acoplamiento de 8,1 y 3,3 Hz (Figura 22), caracteristico de un metino

unido a un enlace olefinico, asignado a H-15.
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Figura 21 Espectro de RMN *H del compuesto B (CDClz, 300MHz).

Por otro lado, se observa un multiplete centrado en 3,70 ppm caracteristico de la
sustitucién en posicion C-3 de un grupo hidroxilo en el nacleo triterpénico, asignado a
H-3 (Figura 22).
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Figura 22 Espectro de RMN H a campo alto del compuesto By C (CDCls, 300MHz).
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En el espectro de RMN 13C (figura 23), se observaron sefiales asociadas a un nucleo
triterpénico con un doble enlace —CH=C- en 158.1 y 116.8ppm asignados a los
carbonos C-14 y C-15, respectivamente. A un desplazamiento de 79.07ppm se observa
una sefal caracteristica de un metino unido a un grupo hidroxilo, asignada al carbono

C-3 por consideraciones biosintéticas.

B: C-15 —

BCl4

(o) — Lo

O A N
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175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 15 110 105 ppm

Figura 23 Espectro de RMN *3C del compuesto B y C a campo bajo (CDClz, 75MHz).
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Adicionalmente, se observan diferentes sefiales caracteristicas de carbonos metilicos,
metilénicos y metinos, que con ayuda del espectro DEPT-135 (anexos 54-58) fueron
identificadas de la siguiente manera: diez sefiales corresponden a carbonos metilénicos
asignado a: C-1, C-2, C-6, C-7, C-11, C-12, C-16, C-19 C-21 y C-22. Ocho sefales
corresponden a carbonos de metilos sobre carbonos cuaternarios asignadas a C-23, C-
24, C-25, C-26, C-27, C-28, C-29 y C-30 y tres sefales asociadas a metinos asignados
a C-5, C-9 y C-18. Por ultimo, se observan seis sefiales asignadas a carbonos
cuaternarios en C-4, C-8, C-10, C-13, C-17 y C-20 (Figuras 24 y 25).
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alifatica del
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e
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Figura 24 Espectro de RMN 3C del compuesto B (CDCls, 75MHz).
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Figura 25 Espectro de RMN 3C del compuesto B a campo alto (CDCls, 75MHz).

Como se menciond anteriormente, se realizd una revision bibliografica y se compararon
los datos obtenidos con nucleos tipo B-amirina y taraxerol por poseer estas estructuras
similares, variando solo la posicion del doble enlace —CH=C-, encontrandose que los
datos eran similares a los reportados para Taraxerol. Por otro lado, al revisar los
antecedentes que se conocen del género Tachigali, incluyendo los trabajos realizados
en el Laboratorio de Productos Naturales de la Facultad de Ciencias, de la Universidad

Central de Venezuela, este es el primer reporte de Taraxerol para este género.
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Para la identificacion del componente minoritario de esta fraccion denominado
compuesto Bi, se tomaron en cuenta las siguientes sefiales: en 174.3ppm se observa
una sefal caracteristica de un grupo éster de un acido graso asignado como C-1 (figura
23), asi mismo en 51.35ppm se observa una sefial caracteristica de un grupo metoxi
asignado al carbono C’-1 (ver anexo 47), lo que hace inferir que se trata de un éster de
un &cido graso que en conjunto con sefales observada en 34.35, 29.68, 29.58, 29.44,
29.34, 29.25, 29.15 25.03 y 22.67ppm (Figuera 26) asignado a carbonos de una cadena
alifatica y una sefal con desplazamiento de 14.01ppm (ver anexo 53) asociada a un
metilo terminal de una carbono terminal de una cadena alifatica, se determind que el
compuesto B se presenta como una mezcla de taraxerol y un éster metilico de acido

graso sin identificar.

— C cadena 1 RC-2

T I T T T T T T
31.0 305 30.0 29.5 29.0 28.5 28.0 Ppm

Figura 26 Espectro de RMN 3C del compuesto B1 y B a campo alto (CDCIS3,
75MH?2).
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Tabla 2: Comparacion de los datos espectroscopicos para el compuesto B con los

datos reportados en la literatura.

Experimental en CDCl3

Reportado tomado en CDCls

H/C O (ppm) Oc(ppm)  DEPT O (ppm) Sc (ppm) DEPT
a 300MHz 75MHz a 400MHz 137! a 100 MHz (8l
1 0.98 (m), 1.6(m) 37.7 CH; 0.99 (m), 1.63 (m) 37.7 CH;
2 1.62 (m), 1.64 (m) 27.1 CH; 1.64 (m), 1.67 (m) 27.2 CH;
3 3.1 (m) 79.1 O-CH 3.20 (m) 79.1 O-CH
4 - 39.0 C - 39.0 C
5 0.87 (m) 55.7 CH 0.88 (m) 55.5 CH
6 1.60(m) 1.51 (m) 18.8 CH; 1.62 (m), 1.53 (m) 18.8 CH>
7 1.64 (m) 1.41 (m) 35.1 CH; 1.67 (m), 1.45 (m) 35.1 CH>
8 - 38.8 C - 38.8 C
9 0.98 (m) 48.8 CH 0.99 (m) 48.8 CH
10 - 35.8 C - 35.8 C
11 1.60 (m), 1.47 (m) 17.5 CH; 1.63 (m), 1.49 (m) 17.5 CH:
12 1.02 (m), 1.34(m) 37.8 CH; 1.02 (m), 1.34 (m) 37.7 CH;
13 - 37.6 C - 37.6 C
14 - 158.1 C= - 158.1 C=
15 5.51(dd,J=8,1;3,3) 116.9 HC= 5.53 (dd, J = 8.2) 116.9 HC=
16 1.92 (m), 1.62 (m) 36.7 CH; 1.93 (m), 1.64 (m) 36.7 CH;
17 - 38.0 C - 38.0 C
18 1.43 (m) 49.3 CH 1.46 (m) 49.3 CH
19 2.0 (m), 1.36 (m) 41.3 CH; 2.03 (m) 1.36 (m) 41.3 CH;
20 - 28.8 C - 28.8 C
21 - 33.7 CH; 1.25 (m) 33.7 CH:
22 1.38 (m), 0.99 (m) 33.1 CH; 1.38 (m), 1.00 (m) 33.1 CH:
23 0.96 (s) 28.0 CHs 0.97 (s) 28.0 CHs
24 0.90 (s) 15.4 CHs 0.92 (s) 15.4 CHs
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Experimental en CDCl3

Reportado tomado en CDCls

H/C O (ppm) Oc(ppm)  DEPT OH (ppm) Sc (ppm) DEPT
a 300MHz 75MHz a 400MHz (37 a 100 MHz (8]
25 0.78 (s) 15.4 CHs 0.80 (s) 15.4 CHs
26 0.89 (s) 29.9 CHs 0.91 (s) 29.9 CHs
27 1.07 (s) 25.8 CHs 1.1 (s) 25.9 CHs
28 0.80 (s) 29.8 CHs 0.82 (s) 29.8 CHs
29 0.93 (s) 33.3 CHs 0.95 (s) 33.3 CHs
30 0.89 (s) 21.3 CHs 0.91 (s) 21.3 CHs

Tabla 3 Comparacion de los datos espectroscopicos para el compuesto B1 con datos

reportados en la literatura para el 4cido hexadecanoico metil ester.

Experimental en CDCl; a 250MHz

Reportado tomado en CDCl3 B9

H/C OH (ppm) Oc (ppm) Dept On (ppm) dc (ppm) DEPT
300MHz 75MHz 250MHz 75MHz

1 3.64 (s) 51.3 O-CH 3.64 (s) 51.7 O-C
1 - 174.3 C=0 - 174.6 Cc=0
n - 34.3 CH: - 33.9 CH:
n 31.9 CH:2
n - 29.7 CH: - 29.7 CH:
n - 29.6 CH: - 29.6 CH:
n - 29.4 CH: - 29.5 CH:
n - 29.3 CH: - 29.3 CH:
n - 29.2 CH: - 29.3 CH:
n - 29.1 CH: - 29.3 CH:
n 1.6 (m) 25.0 CH: 1.24 (m) 25.0 CH:
3 1.60 (m) 22.8 CH: 1.64 (m) 22.5 CH:
4 - 14.1 CHs 0.9 () 14.0 CHs
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7.2.8 Compuesto C

El compuesto C se aislé como un sélido grasoso blanco con una masa de 6mg, soluble
en cloroformo y diclorometano. En el analisis realizado por CCF presenté un Rf=0.4 al
ser desarrollado con una mezcla Hexano-Acetato de etilo (8:2). Este compuesto se
observé como una mancha violeta oscura caracteristica de nucleos terpenoidales, al

rociar la placa cromatografica con el agente revelador AS.

Al observar los espectros de RMN del compuesto, se identificaron sefiales tipicas de un
nacleo triterpénico. Al comparar los datos espectroscépicos con los reportados en la
literatura para diversos esqueletos triterpenicos, se encontré6 que la estructura en

estudio correspondia a la del compuesto B-sitosterol. (Figura 27).

Figura 27 Compuesto C. (B-sitosterol)

Al observar el espectro RMN H (Figura 28) tomado en CDClIz, se observaron sefiales
correspondientes a un nucleo triterpénico. Asi, a campo alto se observan singletes
correspondientes a grupos metilos unidos a aun ciclo de una estructura del tipo

tripernoidal.
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Figura 28 Espectro de RMN *H del compuesto C a campo alto (CDCls, 300MHz).

Por otro lado, se observa un multiplete centrado en 3,54ppm caracteristico de la
sustitucién en posicion C-3 de un grupo hidroxilo en el ndcleo triterpénico, asignado a
H-3 (Figura 28). Por otro lado, a campo bajo se observaron un doblete centrado en
5,37ppm con constantes de acoplamiento de 5,4Hz (Figura 29), caracteristico de un

metino unido a un enlace olefinico, asignado a H-6.
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Figura 29 Espectro de RMN *H del compuesto C a campo bajo (CDCls, 300MHz).

En el espectro de RMN 3C (figura 30), se observaron sefiales asociadas a un nlcleo
triterpénico con un doble enlace —CH=C- en 140,7 y 121,7ppm asignados a los
carbonos C-5y C-6, respectivamente. A un desplazamiento de 71,8ppm se observa una
sefal caracteristica de un metino unido a un grupo hidroxilo, asignada al carbono C-3

por consideraciones biosintéticas.
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Figura 30 Espectro de RMN 3C del compuesto C (CDCls, 75MHz).

Adicionalmente, se observan diferentes sefiales caracteristicas de carbonos metilicos,
metilénicos y metinos, que con ayuda del espectro DEPT-135 fueron identificadas de la
siguiente manera: diez sefiales corresponden a carbonos metilénicos asignado a: C-1,
C-2, C4, C-7, C-11, C-12, C-15, C-16, C-22 y C-23. Siete sefiales corresponden a
carbonos de metilos asignadas a C-18, C-19, C-21, C-26, C-27, C-28, C-29 y siete
sefales asociadas a metinos asignados a C-8, C-9, C-14 C-17, C-20, C-24 y C-25. Por
ultimo, se observan dos sefales asignadas a carbonos cuaternarios en C-10, C-13,
(Figura 31).
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Figura 31 Espectro de DEPT-135 del compuesto A (CDCls, 75MHz).

El compuesto C identificado como [B-sitosterol se reporta por primera vez para esta

especie.



Tabla 4 Comparacion de los datos espectroscopicos para el compuesto C con datos
reportados en la literatura.

Experimental /' Reportado 4

C Sc (ppm) 300MHz ~ DEPT ¢ (ppm) a 75 MHz DEPT
1 37,3 CH: 37,4 CH:
2 32,1* CH:2 31,8 CH:
3 71,8 CH-O 71,9 CH-O
4 42,3* CH:2 42,4 CH:
5 140,7 C= 140,9 C=
6 121,7 CH= 121,7 CH=
7 31,7 CH:2 32,0 CH:
8 31,9* CH 32,0 CH
9 50,1 CH 50,3 CH
10 36,5 C 36,6 C
11 21,1 CH:2 21,1 CH:
12 39,7* CH:2 39,8 CH:
13 42,3* C 42,4 C
14 56,8 CH 56,9 CH
15 24,3 CH:2 24,4 CH:
16 28,2 CH:2 28,3 CH:
17 56,1 CH 56,1 CH
18 12,0 CHs 12,1 CHs
19 19,0 CHs 19,1 CHs
20 39,4* CH 39,9 CH
21 20,0 CHs 18,9 CHs
22 34,1 CH> 34,1 CH>
23 26.1 CH> 26,3 CH:
24 45.8 CH 46,6 CH
25 29,2 CH 29.0 CH
26 19,4 CH3 19,3 CHs



82

Experimental /' Reportado 49
C dc (ppm) 300MHz ~ DEPT  &c (ppm) a 75 MHz DEPT
27 18,8 CHz 19,0 CHs
28 23.2 CH> 23,2 CHs
29 11,9 CHz 12,1 CHs

*Son sefiales intercambiables.

Experimental /| Reportado [47]
H Oc (ppm) 300MHz Oc (ppm) a 300 MHz
3 3,54 (M) 3.53 (m)

6 5,37 (dd, 5,4) 5.36 (d, 6,4)
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7.3 Comparacion cromatografica de los compuestos aislados de las especies
Tachigali chrysophylla, Tachigali paniculata con Tachigali cavipes.

Como parte de la investigacion desarrollada en el Laboratorio de Productos Naturales,
se realizé un andlisis fitoquimico comparativo entre los compuestos aislados de las
especies Tachigali chrysophylla (Ch), Tachigali paniculata (Pa) y la especie objeto de
estudio, Tachigali cavipes (Cav), utilizando diferentes sistemas de solventes y usando
como agente revelador anisaldehido, con la finalidad de observar las similitudes de
compuesto entre estas tres especies.

En la Figura 32, se observa a un Rf de 0.56 la comparacién del perfil cromatografico del
extracto de Tachigali cavipes (Cav), con la mezcla estigmasterol/p-sitosterol, aislada de
la especieTachigali chrysophylla “% (esta mezcla de esteroles fue aislada también de la
especie Tachigali paniculata ¥Y), lo cual nos permite inferir que la especie Tachigali

cavipes presenta esta mezcla de terpenos.

Por otro lado, en la figura 33 se observa a un Rf de 0.44 la comparacion de los factores
de retencion de una mancha de color violeta presente en el extracto de Tachigali
cavipes (Cav), coincidente con el Rf observado para el compuesto Lupenona, aislado
de las especies antes mencionadas “%“ indicando asi la presencia de este terpeno en

el extracto de la planta objeto de estudio, T. cavipes.

El analisis anterior permite inferir que las tres especies Tachigali presentan un perfil
cromatografico similar, con la presencia de triterpenos y esteroles que pueden servir de

marcadores quimiotaxonomicos para el género.



Figura 32 Estructura de la Lupenona.

Figura 33 Estructura del Estigmasterol.
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Figura 34 Estructura del p-sitosterol.
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Rf=0.70
Rf=0.67

Rf=0.56

Figura 35 CCF sistema de solvente Tolueno/AcOEt 75:25, agente revelador AS.

Rf=0.48
Rf=0.44

Rf=0.30

Figura 36 CCF comparativo, sistema de solvente Hexano/acetato/acido férmico
75:25:1, agente revelador AS.
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8 CONCLUSIONES

Del estudio fitoquimico realizado a las hojas y ramas de la especie Tachigali
cavipes se lograron purificar ocho fracciones de los cuales se lograron aislar tres

compuestos del tipo triterpénico.

De la fraccion RTcM1(41-59), purificada a partir del extracto RTcBuOH, se
aislaron 8mg de un compuesto cristalino color blanco, soluble en cloroformo y

diclorometano identificado como Friedelina

De la fraccion RTcM1(70-85) se aislaron 8mg de un solido blanco, soluble en
cloroformo y diclorometano, resultando ser una mezcla de compuestos
conformada por Taraxerol (mayoritario) y un éster metilico de &cido graso cuya

cadena alifatica no se logro determinar.

De la fraccibn RTcM1(70-85) se aislaron 6mg de un solido oleoso, soluble en
cloroformo y diclorometano, identificado como B-sitosterol.

La comparacion del extracto metandlico de la especie T. cavipes, con los
compuestos aislados en las especies Tachigali chrysophylla y Tachigali
paniculata (Pa) permitié inferir la posible presencia del compuesto Lupenona en

el extracto antes mencionado.
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9 RECOMENDACIONES

Realizar otros métodos cromatograficos para la separacion de los metabolitos
secundarios presentes en esta especie, como cromatografia por exclusion por

tamafio o cromatografia en fase inversa.

Continuar con el estudio fitoquimico de la especie Tachigali cavipes, con la
finalidad de aislar mas metabolitos secundarios, ya que esta especie no ha sido

estudiada con anterioridad a este trabajo de investigacion.

Proponer una metodologia diferente a la planteada para lograr separar con
eficiencias las grasas presentes, las cuales dificultaron el aislamiento de los

metabolitos secundarios.
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Anexo 1 Espectro de RMN *H del compuesto I' (MeOD, 300MHz).
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Sup. De Solwente

Anexo 2 Ampliacién del Espectro de RMN *H del compuesto I’ entre 8ppm y 7ppm (MeOD, 300MHz).
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Anexo 3 Ampliacién del Espectro de RMN *H del compuesto I’ entre 3ppm y 4ppm (MeOD, 300MHz).
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Anexo 4 Ampliacién del Espectro de RMN *H del compuesto I’ entre 0.7ppm y 3ppm (MeOD, 300MHz).
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Anexo 5 Espectro de RMN 'H del compuesto | (MeOD, 300MHz).



100

Uey f M, Rodriguez / RHF1 / MeGD / Protones
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Anexo 6 Ampliacién del Espectro de RMN *H del compuesto | entre 5.6ppm y 7.8ppm (MeOD, 300MHz).
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Anexo 7 Ampliacién del Espectro de RMN 'H del compuesto | entre 3ppm y 4.2ppm (MeOD, 300MHz).
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Anexo 8 Ampliacion del Espectro de RMN *H del compuesto | entre 0.7ppm y 2.8ppm (MeOD, 300MHz).
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Anexo 9 Espectro de RMN 'H del compuesto Il (MeOD, 300MHz)
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Anexo 10 Ampliacion del Espectro de RMN H del compuesto Il entre 6.3ppm y 8ppm (MeOD, 300MHz).



105

Rodriguez / RHFZ / MeQD / Protones

uey f M,

2azg’
Pz’
6eZ"
Sog’
oTe”
BEE"
EEDS
BLE"
oog”
TER®
0LF"
9L
0ep”
960"
ETS"
TES”
995"
ZL9"
6L5"
oog”
609"
213"’
SE9”
69"
699"
9L9°"
L89°"
963"
ZTL"
2TL
PELY
0ge”
0oL
Ledl!”
Tog"
sog’
Z18’
TZg’
cga’
Spa’
apa’
98’
98’
TLg”
ngg’
68’
ERe "

L L I T L IS T L B I T L B B T L L B T L T B L L T B L T T B L T T I L T T T L T T I I B L IS T B L A T L TS T L B B LV LS

-

il X

IS

ppm

3.0

40 39 38 37 36 35 34 33 32 31

45 44 43 4.2 41

47 4.8

Anexo 11 Ampliacién del Espectro de RMN *H del compuesto Il entre 3ppm y 4.7ppm (MeOD, 300MHz).
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Anexo 12 Ampliacién del Espectro de RMN *H del compuesto Il entre 0.7ppm y 2.6ppm (MeOD, 300MHz).
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Anexo 13 Espectro de RMN H del compuesto Il (MeOD, 300MHz).
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Anexo 14 Ampliacién del Espectro de RMN *H del compuesto Il entre 6.3ppm y 8.2ppm (MeOD, 300MHz).
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Anexo 15 Ampliacién del Espectro de RMN *H del compuesto Il entre 2.9ppm y 4.8ppm (MeOD, 300MHz).
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Anexo 16 Ampliacién del Espectro de RMN *H del compuesto Il entre 0.6ppm y 3ppm (MeOD, 300MHz).
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Anexo 17 Espectro de RMN *3C del compuesto 11l (MeOD, 75MHz).
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Rodriguez / RHF3 / MeoD / Carbono
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Anexo 18 Ampliacién del Espectro de RMN 13C del compuesto Il entre 20ppm y 160ppm (MeOD, 75MHz).
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Anexo 19 Ampliacién del Espectro de RMN 13C del compuesto Il entre 120ppm y 130ppm (MeOD, 75MHz).
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Anexo 20 Ampliacién del Espectro de RMN 13C del compuesto Il entre 50ppm y 100ppm (MeOD, 75MHZz).
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ucy / M. Rodriguez / RHF3 / MeoD / Carbono

Anexo 21 Ampliacion del Espectro de RMN *3C del compuesto 3 entre 60 ppm y 80 ppm (MeOD, 75MHz).
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Lle 0.o0o20000 a2ec

pacln} &

E2EOPTNS

CHANNEL f£1

SFCL S00.20146535 MHz

ML 1H

=4v] 11.00 usec

rl 11.00 usec

PLW1l I0.00000000 W

ELWS 0.o0014520 W

------ GRADIENT CHANNEL =====

SEMAM[1] aME010. 100

GEMAM[2] EMEc10. 100
e 4 b Pzl 50.00 %

[=3=}:A=) -1l0.00 %

Fle 1000.00 usec

FZ - Procesaing parametera
O[S0 || o (= Il =] [
222 (812|828 B R I&|B|R s1
=2 l=21=R1 ol =R =R ol 1 ) Rl = ] EF
= o WD no
T T T T T T

I T I T T T I T I T T I T I T I T I H3E
14 12 10 8 6 4 2 0 -2 -4 -6 8 ppm -
P

1e3284
S00.2000087 MH=
o
0 Hz
o

1.00

Anexo 22 Espectro de RMN H del compuesto IV (MeOD, 300MHz).
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Ucy / M. Rodriguez / RHF4 / MeOD / Protones
Sup. de Bte.
o0

|
|
%é
&

B A S

70 69 68 66 65 64 ppm

e
80 79 78 77 76 75 74 73 72 71

Anexo 23 Ampliacion del Espectro de RMN *H del compuesto IV entre 6 ppm y 8.1 ppm (MeOD, 300MHz)
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Rodriguez / RHF4 / MeoD / FProtones
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Anexo 24 Ampliacion del Espectro de RMN H del compuesto IV entre 3 ppm y 4.6 ppm (MeOD, 300MHz).
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ucy f M. Rodriguez / RHF4 / MeOD / Protones
Sup. de Ste,

WM
X Wy

BERRARE AR RSN RELRRAEE) LAAAELAN EELERAE LR R LR rr L ) I R L Y BN EALN [
25 24 23 22 21 19 18 1.7 ppm 15 A 10 09 08 pm

Anexo 25 Ampliacion del Espectro de RMN H del compuesto IV entre 0.7ppm y 2.5 ppm (MeOD, 300MHz).
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Uey /M. Rodriguez / RHF4 / Me0D / Carbono m
Current Data Farameters
MAME ucvmre-rhfd
ja¥:azie] 3
FROCHD 1
F2 - heoquisition Parameters
Date_ 20170824
Time 14.17
INSTEUM speckt
FROBHD 5 mm PATHI 1H/
FULEROG Zap gl
TD G653326
SOLVENT MelD
Hua salzo
=) L3
SWH 3B05T7.5691 H=
FPIDEES 0.550157 Hz
it 0.3087652 =2ec
R 1z0.12
il ) 13,8487 usec
DE 6,50 uzec
TE 298.1 K
ol Z.00000000 =ec
D11l 2.03000000 =ec
T a4
CHARNNEL fl1 = =
150 .8352653 MH=z
13
11.00 usec
2E0. 00000000 W
=; CHANNEL f2 =
S0 G00.0424002 MH=
MTCE 1H
CPDFREG[2 waltzld
FUFDE TQ.OD uzec
FLWZ F.00o00000 W
PLW1Z C.lz002000 W
FLW13 o.oEE20F00 W
P& - Pracessing paramekbers
=hs 32768
SF 150 .8733670 MH=
WD EM
E 1]
LE 1.00 Hz
=B o
" 1 " 1 1 1 1 1 Be 1.40
200 180 160 140 120 100 0 ppm

Anexo 26 Espectro de RMN *3C del compuesto IV (MeOD, 75MHz).



Uev [/ M. Rodriguez f RHT1 / CDCl3 f Protones

<)
BRUKER
(>

current Data Farameters

NAME uovmr-rhitl
EHEND 1
PROCHD 1

F2 - Boquiszition Parameters

Date_ 20170405

Time 14,22
INSTEUM speckt
PROBHD 5 mon QNP 1H/13
PULFRO& zg3d

D §53539
SOLVENT CDal3

e 122

e 2

SWH G00%.615 H=
FIDEES 0.02169% Hz
i) 5.4525352 =zec
Riz 200,12

jei) 83,200 usec
LE 2,530 usec
TE 2%3.2 K
Dl 1.00000000 sec
TDD 1
======== ¢HANNEL f] ========
SFO1 300.2018539 MHz=
ML 1H

Pl 11.00 usec
PLW1 3r.ooooRone W
F'Z - Processging parasmebters
s8I B5536

5P 200, 2000122 MHz=
WD EM

SE5B o

LE 0. 20 Hz
=B o

P 1.00

Anexo 27 Espectro de RMN 'H del compuesto A (CDCls, 300MHz).
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Uey / M. Rodriguez / RHT1 / CDCl3 / Protones

WL
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B
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-5 213
- 25.7%

. S
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IR A R L AR L RN B
2.4 2.3 2.2 2.1 2.0 1.9 18 1

Anexo 28 Ampliacién del Espectro de RMN H del compuesto A entre 2.4 ppm y 0.8ppm (CDCls, 300MHz).



123

uey /M., Rodriguez / RHT1 / ¢DC13 / Protones

ol e

i e

T T T b L L AL I L B
2.50 245 240 2.35 2

0 2.25 2.20 2.15 2.10 2.05 2.00 1.95 1.90 1.85 ppm

Anexo 29 Ampliacion del Espectro de RMN H del compuesto A entre 2.50ppm y 1.85ppm (CDClz, 300MHz).
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ucy [/ M. Rodriguez / RHT1 / CDCl3 / Protones

]

L L L L L
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— 25.7¢

— ——
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H
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Anexo 30 Ampliacion del Espectro de RMN H del compuesto A entre 1.85ppm y 1.15ppm (CDClz, 300MHz).
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uey / M. Rodriguez / RHT1 / CDC13 / Protones

5

\\‘m"/

—— T ——
1.15 1.1
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AW

0.95 0.90 0.85 0.80 0.75 0.70 ppm

Anexo 31 Ampliacién del Espectro de RMN *H del compuesto A entre 1.15ppm y 0.7ppm (CDClz, 300MHz).
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<)
BRUKER
(<)

current Data Farameters

NAME uovme-rhtl

EXFND =

PROCHO 1

P2 - Aoguigitien Farameters

Dakbe_ 20170505

Time o.o2

INSTEUM apeck

FROBHD 5 mm QNP 1H/12

FULFROG Top g0

D B553%

SOLVENT CDi13

e BEdd

D3 4

SWH 12022, 248 Hz

FIDERES 0. 275038 Hz

1] 1.8175217 =zec

R 200,12

DR 27,7232 usec

DE 5,50 usec

TE 29%.0 K

D1 2. 00000000 sec

D1l 0.02000000 =2ec

TDO 15
CHAMNEL fl ========

T5.,2328982 MH=
1z¢

10.00 usec
B0.,00000000 W

CHANNEL f2 ========
300, 2012008 MHz

Huez 1H
CFDFRE[2 waltzld
PoRED2 90,00 usec
FLWz 30.o0oooooo W
FLW1lZ 0.34215001 W
FLW13 0.36300001 W

F2 - Procesging parameters

=an 22762

SF T5.48534%3 MH=
WDW EM
S5B o

LE 1.00 Hz
=B o

P 1.40

Anexo 32 Espectro de RMN 13C del compuesto A (CDCls, 75MHz).
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ucy / M. Rodriguez / RHT1 / ¢DCl3 / carbono (_.><7

T T T T T T T T T T T
200 1380 160 140 120 100 80 60 40 20 0 pPpm

Anexo 33 Ampliacion del Espectro de RMN 3C del compuesto A. (CDCls, 75MHz).



128

Ucy S M. Rodriguez / RHT1 / CDCl3 / Carbono

MWWWWWWWWWMWWWWMMWM

B T T I I R B Ll R I I L R AR R R RN BN LA B
214 213 ppm 64 63 62 61 60 59 658 57 56 55 54 53 52 51 50 ppm

Anexo 34 Ampliacién del Espectro de RMN 3C del compuesto A entre 64ppm y 50ppm (CDCls, 75MHz).
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Uev S M. Redriguez /S RHT1 / ¢DCl3 /S Carbono

e bMNWWWWWWWW

B U I R I I I I I I I B I
43 42 a1 40 39 38 37 36 35 34 33 32 ppm

Anexo 35 Ampliacién del Espectro de RMN 3C del compuesto A entre 43ppm y 32ppm (CDCls, 75MHz).
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Anexo 36 Ampliaciéon del Espectro de RMN 3C del compuesto A entre 31ppm y 4ppm (CDClz, 75MHz).
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oy [/ M. Rodriguez / RHT1 / CDCl3 / DEFT 135

200

l
180

l
160

l
140

l
120

l
100

80

&0

40

20

0

ppm

<)
BRUKER
(<)

Current Datas Parametera

WAME uevme -rheL
EHENS 1
PROCHS 1

P2 - Acquieition Parametere
Drate_ 20170504
Time 17.27
INSTROM opmat
FROBED 5 mm QNF 1H/13
PULPRGSE depk ap 135

T EELZE

25 LYENT ALOLlE

w3 5144

Iz [

SHE 15115, 941 Hz
PILRES 0.276427 He
L] 1.50587935 ona
RS 200,12

T 27,600 uome
LB 6,50 uama
TE 209.0 K
aMsT2 145, 0000000

1 2.00000000 sea
L2 0.00544828 onc
Tz 000002000 eea
TCO 6
-------- CHEAMNEL £1 --------
SFOL 75.4925952 MHz
WUl 150

L 10,00 naea
P13 2000, 00 usea
PLWO oW

PLHL S0, 00000000 W
SENAMI[ 5] Arpdloong 3
SPOALE o,
SPOFPSS 0 Hz

SPHS 4.55570015 W
mmmmmmes CHANNEL £2 ==m=s====
20 H] 500,2009601 MH=
Woee 1H
GPDPRG [2 waltzlf

s 11.00 uama
T4 22,00 ue=c
PUPLE $0,00 uesa
FLHZ S0, 00000000 H
FLW1Z 0,44815001 W
P2 - Froerooing parametera
-5 52768

sF 75.4555512 MAz
WD M

25E 0

LE 1.00 Hz
HE 0

2 1.40

Anexo 37 Espectro DEPT 135 de RMN 13C del compuesto A (MeOD, 75MHz).
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uey [/ M., Rodriguez / RHTL /S CDC13 / DERT 135

75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 5 ppm

Anexo 38 Ampliacién del espectro DEPT de RMN 13C del compuesto A entre 75ppm y 5ppm (CDClz, 75MHz).
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uev [/ M. Rodriguez / RHT1 / ¢DCl3 / DEPT 135

mwijmwm e o el ARt b

T ~ T ~ T T "1
82 80 78 76 ppm 61 60 59 58 57 56 55 54 53 52 51 50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 ppm

Anexo 39 Ampliacion del espectro DEPT de RMN 3C del compuesto A entre 61ppm y 39ppm (CDCls, 75MHz).
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UCy / M. Rodriguez / RHT1 / CDC13 / DEFT 135

R N U U L T D I
385 380 375 370 365 360 355 350 345 340 335 33.0 325 320 315 F1.0 305 30.0 295 ppm

Anexo 40 Ampliacién del espectro DEPT de RMN *3C del compuesto A entre 38ppm y 39ppm (CDCls, 75MHz).
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24 23 22 21 20 19 18 17 16 15 14 13 12 ik 10 9 & 7 & ppm

Anexo 41 Ampliacién del espectro DEPT de RMN 13C del compuesto A entre 24ppm y 6ppm (CDClz, 75MHz).
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fesd
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R
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1.86086
1.5%2
1.584
1.572
1.5%0
1.530
1.513
1.481

]

1.472
1.439
1.415

P
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P
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1.405
1.3%96 W

1,389 -

1 La

[=Y =R =] Ll (== =10 =1 = A s D =2 s [l l=]
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Current Data Parameters

NAME. ucvmr-rht 2
EXPNC
FROCHO 1
FZ - Bogquisition Parsmeters
Date_ 20170405
Time 16.12
INSTERUM gpect
FROEBHD 5 mm QNP 1H/13
FULFROG =g30
TD B5536
SOLVENT CDl3
Nz 255
D2 2
SWH 500%.515 Hz
FIDEEZ 0.09165% Hz
B 5.4525352 =ec
R 200.12
D 83.200 uszec
DE 5,50 uzec
TE 258.2 K
D1 1.00000000 sec
DO 1
CHAMNEL f1
300.201853% MH=z
1H
11.00 usec

S0, 0C0000000 W

F2 - Pracesging parameters

51 853538

aF 300, 2000131 MH=
WLW e

BEB i}

LE 0 Hz

B o

Ed 1.00

Anexo 42 Espectro de RMN *H del compuesto B (CDClz, 300MHz).
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ocy /M. Rodriguez / RHTZ / CDCl3 / Protones

ﬁﬁ _ W W W W W

5.0 43  ppm 0 3.8 ppm

0.55

Anexo 43 Ampliacion del Espectro de RMN H del compuesto B entre 5.5ppm y 3.2ppm (CDClz, 300MHz).
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ooy f M. Reodriguez / RHTZ / CDCl3 / Protones

- 4.53
21 .06

1090

= 3314

»WWLM NX
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Anexo 44 Ampliacién del Espectro de RMN *H del compuesto B entre 2.4ppm y 0.8ppm (CDCl3, 300MHz).
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Anexo 45 Espectro de RMN 13C del compuesto B (CDCls, 75MHz).

Current Dats Farameters
ucvmr-rhta

EXPNO

FROCHO 1

Fz2 - PBogquigition Faramsters
Date_ 20170510

Time 15.55

T3 TRITM anact
FROEHD 5 mm QNF 1H/13
FULFROG Zopg30

D B5538
SOLVENT L3 s B

nz 16034

DsE 4

3WH 18025 844 Hz
FIDERES 0. 275098 Hz
ate] 1.8175217 sec
R 200,12

D E7.733 usec
DE 5,50 usec
TE 298, 7 K
Dl Z2.00000000 =ec
D11 0.03000000 =ec
DD 3z
======== CHANNEL f

BFPOL T5,4938982 MHs
HUCL iz

Fl 10,00 uzec
FLW1 30.000C0000 W

SEOE 200.2012008 MHz
NUCE 1H
CFDPRG[2 waltzld
PCED2 90,00 usec
FLWZ 0.00000000 W
FLW1Z 0.44815001 W
PLW1z 0.,36200001 W
F2 - FProcezsing parameters
a1 IaTas

P 75,4852500 MH=
WD EM

336 o

LE 1.00 Hs
B o

Fo 1.40
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Uy f M. Rodriguez f RHTZ / CDCl3 / Carbono

o o

l ! i i i I i i i ! l i i ! i l i ! i i l ! i i T i i i ! l i i i i l
80 75 70 65 60 55 50 ppm

Anexo 46 Ampliaciéon del Espectro de RMN 3C del compuesto B entre 80ppm y 50ppm (CDCls, 75MHz).
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ooy f M. Rodriguez / RHTZ / cDCl3 / Carbono

" i Wt i

I R e T T T T T
41.5 41.0 40.5 40.0 39.5 39.0 385 38.0 375 37.0 36.5 36.0 35.5 35.0 ppm

Anexo 47 Ampliacién del Espectro de RMN 3C del compuesto B entre 42ppm y 35ppm (CDCls, 75MHz).
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Ucy / M. Rodriguez / RHTZ / cDCl3 / Carbono

34.5 34.0 33.5 33.0 32.5 32.0 ppm

Anexo 48 Ampliaciéon del Espectro de RMN 3C del compuesto B entre 34ppm y 31ppm (CDCls, 75MHz).
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Ucy [/ M. Rodriguez / RHTZ / CDCl3 [/ carbono

31.0 30.5 30.0 295 29.0 285 28.0 ppm

Anexo 49 Ampliacién del Espectro de RMN 3C del compuesto B entre 31ppm y 27ppm (CDCls, 75MHz).
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Uey [/ M. Rodriguez f RHTZ / CDCl3 f Carbono

o

L e e D L I I
31.0 30.5 30.0 295 29.0 285 28.0 275 27.0 265 26.0 255 25.0 245 ppm

Anexo 50 Ampliacién del Espectro de RMN 3C del compuesto B entre 31ppm y 23ppm (CDClsz, 75MHz).
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Uey / M. Rodriguez / RHTZ / ¢DCl3 / Carbono

el

24.0 235 23.0 22.5 22.0 21.5 21.0 205 20.0 19.5 19.0 18.5 18.0 17.5 17.0 ppm

Anexo 51 Ampliacién del Espectro de RMN 13C del compuesto B entre 24ppm y 16ppm (CDCls, 75MHZz).
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Ucy [/ M. Rodriguez / RHTZ / CDCl3 / carbono

16.5 16.0 165 15.0 14.5 14.0 13.5 13.0 pPpm

Anexo 52 Ampliacion del Espectro de RMN 13C del compuesto B entre 17ppm y 13ppm (CDCls, 75MHZz).



uey / M. Rodriguez / RHTZ / ¢DCl3 / DEPT 135

200

I
180

I
160

I
140

I
120

I
100

80

<)
BRUKER
(>

Current Data Parametera

MAME e -rhi2
EXFNG 1
FROCNS 1

F2 - Aequieiticn Parameters
Date_ 20170508
Time 17.32
INSTRUM apmot
FROBHD 5 oo QNP AH/13
FULPROE depb o155

TD 65535
SOLVENT DOl

] 15047

D3 4

SWE 15115, 941 Hez
FIDRES 0, 276227 Hz
A 1,5067935 eec
BE zoo0.12

2] 27,500 ueme
33 6,50 ueme
TE 298.6 K
oNST2 145, 0000000

o1 2.00000000 ore
oz 0.00544828 anc
iz 0.00002000 oee
T 13
-------- GHANNEL 1 =m=m====
SPOL 754925952 MHe
ML 1

Fl 10.00 uome
P13 2000, 00 ueee
FLHOD oW

FLWL 0,00000000 W
SPNAM[5] Crplecm . &
SPOALS 0.500
SPOFFSS 0 He

SPHS 4.58370018 W
-------- CHANNEL £2 ==m==m===
sPoz 300,.2009601 Mz
it 1H
OPDPRE[2 waltzls

P3 11,00 ueme
r4 22,00 uere
POFD2 90,00 uaes
PLW2 30.00000000 W
PLW12 0.44515001 W
Fi - Proceseing parameters
5T 52765

sF 75.4853512 MHz
WD M

85B ]

LE 1.00 He
B o

] 1.40

Anexo 53 Espectro DEPT 135 de RMN *3C del compuesto B (CDCls, 75MHz).
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Uey S M. Rodriguez / RHTZ / ¢DCl3 / DEPT 135

R e R D
120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 65 60 55 50 ppm

Anexo 54 Ampliacion del Espectro DEPT 135 de RMN 13C del compuesto B entre 120ppm y 50ppm (CDCls,
75MHz).
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Ucy / M. Rodriguez / RHTZ / CDC1l3 / DEPT 135

42 a1 40 39 38 37 36 35 34 33 32 31 30 ppm

Anexo 55 Ampliacion del Espectro DEPT 135 de RMN 3C del compuesto B entre 42ppm y 30ppm (CDCl3,
75MHz).
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Uey [/ M. Rodriguez / RHTZ / ¢DCl3 / DEPT 135

Anexo 56 Ampliacion del Espectro DEPT 135 de RMN 13C del compuesto B entre 28ppm y 18ppm (CDCl3,
75MHz).
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Uy / M. Rodriguez / RHT2 / CDC13 / DEPT 135

I j I T I j I j I j I j I T I j I j I j I j I T I j I j I
16.0 15.8 15.6 154 15.2 15.0 14.8 14.6 14.4 14.2 14.0 13.8 13.6 13.4 ppm

Anexo 57 Ampliacién del Espectro DEPT 135 de RMN *2C del compuesto B entre 16ppm y 13ppm (CDCls,
75MH?z).



uey / M. Rodriguez / RHT3 f C¢DCl3 f Protones

Sup.

de solwente

Current Data Farametera

MAME ucymr-rht:
EXPHZ 11
PRQCHS 1
FZ - Acguiszition Parametera
Date_ 20170829
Time 12.0%9
IN2TRUM apect
FROEHD 5 mm QNP 1H/13
FULFRCE hoeayoeprld
pas] 32TER
SOLVENT CDold
e 12816
et} 4
SWH 003,009 Hz
FILEES 0.274333 Hz
By 1.8186240 aec
jolet 200.12
oW 55,500 usec
LE 10.30 usec
IE 237.% K
ol Z.00000000 aec
het) o.olo0ooon asc
L1z 0.00002000 azc
Ll 0.ORD20000 zec
paele) 2
ZEOFPINE
———————— CHANHNEL fl ===—————
ZFoL I00.202186¢ MHz
jopiiehiy 1H
FQ 11.00 uaec
Fl 11.00 uzec
PLWL ap.o0ooooo0 W
PLWZ 0.00014520 W
------ SRADIENT THANNEL =====
GENAM[1] SMEGL0. 100
SENAM [2.] sM2g10. 100
EPEL S50.00 %
SPE2 -1l0.00 %
Fle 1000.00 uaec
FZ - Froceazing parametera
=3 16384
SF F00.2000000 MH=
WD o

T T T T T T T T T T T T T T T T S5E o
LE 0 Hz

20 18 16 14 12 10 -4 ppm B o

B 1.00

Anexo 58 Espectro de RMN *H del compuesto C (CDCls, 300MHZz).
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Ucw [/ M. Rodriguez / RHT3 / C¢DCl3 / Protohes
Bup. de solvente

e A

A N 0 §

lJ .0g

6.6 65 ppm 58 57 56 55 54 53 52 51 50 49 ppm 43 42 41 40 39 38 37 36 ppm

Anexo 59 Ampliacion del Espectro de RMN *H del compuesto C entre 6,7ppmy 3,6ppm (CDClz, 300MHz).



154

ToL”
cza’
S9ka’
Log’
9ig’
aea’
ZZe"
Tee”
Zhe’
£5e’
696"
ale’
neo:
Z90°”
290"
Sg0’
Ze0”
SOT”
ZZT"
9ET”
apT"
PaT’
PaT”
2T’
FSZ”
SLET"
Sog’
PZe”
E9% "
nog:’
aTs"
ZES”
ks’
599"
a1e’
ZEa”
2ps”’
bes’
LBL”
gea’
ngg:’
bog’
Zag’
Eeg”
996"
Zie"
Tae"
686"
ZT0°
Lzo’
g0’
fAs
Lot
LeZ!
SeZ’
Log’

]
]
™

abe’

Uey [/ M., Rodriguez / RHT3 / CDCl3 / Protones

Bup. de =solvente

ey ey ey 4444 4444 A4 A A A A A A A AAAA A A A AAAA A A A

ﬁ

=k}

N

WJW\% v

I_H|

—

8C°8

B N N N

5 3 5 3

W TE )

ppm

2.3 2.2 2.1 2.0 1.9 1.8 1.7 1.6 15 14 1.3 1.2 141 1.0 0.9 0.8

24

Anexo 60 Espectro de RMN *H del compuesto C entre 2.4ppm y 0.8ppm (CDCls, 300MHz).
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Uey / M. Rodriguez /S RHT3 / ¢DCl3 / Carbono (—><7
Current Dakta Parasmeters
HNAME ucvinr-rht3
EXPNC 2
FROCHD 1
F2 - RAcoguisitien FParamebers
Date_ 20170530
Time 1z.53
INSTRUM spect
FROBHD 5 mm PATHI 1H/
FULFRO G Zgpgal
D G65536
SOLVENT [Sandeh ]
He 51368
k] 4
SWH 26057.6%1 Hz
FIDREZ 0.550157 H=
pate) 0.308765% zec
R 180,12
et} 13,887 usec
DR 5,50 usec
TE 298.2 K
ol Z.00000000 sec
D11 0.032000000 zec
TDO 52
CHANMEL fl =
150.8552653 MHz
1zc
11,00 usec
220. 00000000 W
=: CHREMNEL f2
BROZ 5000424002 MHz
HU¢z 1H
CPDFRG[2 waltzld
FCED2 TQ.O0 usec
FLWZ 3.00000000 W
PLWlz 0.18002000 W
FLW1Z C.o08220500 W
FZ - FPracegging parameters
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Anexo 61 Espectro de RMN 3C del compuesto C (CDCls 75MHz).
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ucy f M. Rodriguez /S RHT3 / ¢DCl3 / Carbono
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Anexo 62 Ampliacion del Espectro de RMN 3C del compuesto C entre 140ppm y 10ppm (CDClz, 75MHz).
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Uey / M. Rodriguez / RHT3 / ¢DCl3 / Carbone

Anexo 63 Ampliacion del Espectro de RMN 3C del compuesto C entre 75ppm y 30ppm (CDCls, 75MHz).



158

UCey /S M. Rodriguez / RHT3 / CDCl3 / Carbono

Anexo 64 Ampliacion del Espectro de RMN 3C del compuesto C entre 32ppm y 10ppm (CDCls, 75MHz).
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Anexo 65 Espectro DEPT 135 de RMN 13C del compuesto C (CDClz 75MHz).
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Ucy [/ M. Rodriguez / RHT3 / CcDCl3 f DEFT-135
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Anexo 66 Ampliacién del Espectro DEPT 135 de RMN 3C del compuesto C entre 125ppm y 50ppm (CDCls,
75MHz).
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uey f M. Rodriguez /S RHT3 / CDC13 / DEPT-135

Anexo 67 Ampliacion del Espectro DEPT 135 de RMN *3C del compuesto C entre 45ppm y 10ppm (CDCls,
75MHz).



