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RESUMEN

El extracto metandlico de hojas y tallos de Arrabidaea inaequalis (Ai) fue sometido a
diferentes procesos de separacion cromatografica. Se inici6 con una separacion
mediante cromatografia liquida al vacio (CLV) con silica gel eluyendo con sistemas de
solvente en polaridad creciente, lo cual produjo cinco fracciones denominadas de Ai-A
— Ai-E. La fraccién Ai-C, se sometié a una separaciéon mediante CLV sobre silica gel
eluyendo con un sistema de solvente de polaridad creciente, de la cual se obtuvieron
seis subfracciones, Ai-C;—Ai-Ces. Seguidamente, la subfraccién Ai-C,4 fue separada por
cromatografia de exclusion molecular empleando Sephadex LH-20 como fase
estacionaria, con una fase movil de polaridad decreciente. Los eluatos de ésta
purificacion fueron denominados Ai-C4.1—Ai-Cy.23. La fraccidn Ai-C,.g fue tratada en una
columna cromatografica (CC) Lobar obteniendo nueve fracciones denominas Ai-Cy.gl1
— Ai-C4glo. La subfraccibn Ai-CsgLs fue sembrada en una placa preparativa,
obteniéndose 18 subfracciones de las cuales se aislaron los compuestos nombrados
Ai-Caglap, Ai-Caglsrg, Ai-Cagla Ai-Caglat.

Posteriormente, se unieron las fracciones Ai-C4., Ai-C4q1 Obtenidas de la CC
Sephadex-LH20 y las fracciones Ai-C4gL» y Ai-Cy.gL4 provenientes de la CC Lobar esta
unién se nombrd Ai-C4A, se sometid a una columna cromatogréfica utilizando como
fase estacionaria silica gel y fase mévil aumentando su polaridad gradualmente de la
cual se aislaron los compuestos Ai-C4A7, Ai-C4Ag, Ai-C4A10, Ai-C4A15, Ai-ChAz;, Ai-
CaAzg Y Ai-C4A39,

Los compuestos Ai-CygLls.rc Y Ai-C4Ag Se caracterizaron por técnicas espectroscépicas
de RMN de una y dos dimensiones y fueron identificados como las saponinas 3-O-f-D-

glucopiranosil-28-B-D-glucopiranosil bayogenina y 3-O-soforosil-bayogenina,
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respectivamente, los cuales se reportan por primera vez para la literatura de productos

naturales.

Se reporta el aislamiento del compuesto Ai-C4.8A7, una saponina de nombre 3-O-f-D-
glucopiranosil-hederagenina, como un nuevo metabolito secundario reportado por

primera vez para la familia Bignoniaceae.

Se reporta el aislamiento de Ai-C48A10 cOMO una saponina monodesmosidica de
nombre 3-O-B-D-glucopiranosil-bayogenina que resulté ser un nuevo metabolito

secundario en la literatura de productos naturales.

Los compuestos Ai-Cy4.gl3 Yy Ai-C4A2g Se caracterizaron por propiedades quimicas y por
la informacién espectroscépica de RMN-"H y RMN-'3C. Asi, se confirmé que Ai-Cassla.,
es una saponina monodesmosidica tipo oleanano, sustituida en C-28 por tres unidades
de azlcar y Ai-C4gA2s, €S una mezcla de saponinas monodesmosidicas una con nucleo
tipo bayogenina y otra con ndcleo tipo oleanano, ambas sustituidas en C-28 por

unidades de azucar.

Los compuestos Ai-Cyglsp, Ai-Csgls, AI-C4A15, Yy Ai-C4A39 son saponinas

triterpenoidales, cuya estructura adn no ha sido elucidada completamente.

Palabras claves: Arrabidaea inaequalis, Arrabidaea, Bignoniaceae, Saponinas
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1. INTRODUCCION

El empleo de las plantas medicinales con fines curativos es una practica muy
comun desde hace miles de afios. Durante mucho tiempo los remedios naturales, sobre
todo las plantas medicinales, fueron el principal e incluso el Unico recurso terapéutico
disponible. Esto hizo que se profundizara en el conocimiento de las especies vegetales
con propiedades medicinales y se ampliara la experiencia en el empleo de los
productos que se extraen a partir de ellas!™.

Las planta son capaces de sintetizar una gran variedad de compuestos, pero se
definen como “productos naturales” o “metabolitos secundarios” aquellos que son
propios de una especie y que, en la mayoria de los casos, no tienen utilidad aparente
para el ser que los sintetizal, a diferencia de los “metabolitos primarios”, que son
esenciales para el crecimiento y desarrollo de la planta. Los metabolitos secundarios
fueron antiguamente considerados como "productos de desecho" sin funcién fisiolégica
para la planta. Con el surgimiento del campo de la ecologia quimica hace unos 30 afios,
se hizo evidente que estos productos cumplen funciones importantes en la interacciéon
entre las plantas y su bidtica y medio abiotico. Los metabolitos secundarios poseen
diversas funciones y usos, pueden servir como compuestos de defensa contra
herbivoros y patégenos, pigmentos de flores, hormonas o moléculas de sefalizacion.
Ademas de su funciodn fisioldgica en las plantas, los productos naturales también tienen
un fuerte impacto en la cultura humana y se han utilizado como condimentos,

pigmentos y productos farmacéuticos®.

La clasificacién de los metabolitos secundarios puede hacerse de acuerdo a su
estructura, bioformacién, fuente de produccién o a su accién biolégica®. Aunque
ninguna de estas clasificaciones son exclusivas ni excluyentes, la forma mas acertada
de clasificacion corresponde a las vias quimicas por las cuales un organismo los

elabora dentro de lo que se denomina ruta biogenética o biosintesis!*.
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En relacién al criterio biosintético, los metabolitos secundarios pueden ser
clasificados de forma general en terpenos y terpenoides, compuestos fendlicos y los
compuestos nitrogenados o alcaloides, todos ellos fabricados a partir del didxido de

carbono (CO,), como fuente de carbono® (Esquema 1).
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Esquema 1. Rutas biosintéticas de metabolitos secundarios.?
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Generalmente quienes se encuentran en mayor proporcion en la mayoria de las
plantas son los compuestos fendlicos y los terpenoides. Si bien los compuestos
fendlicos no presentan la riqueza estructural de los terpenos, la funcionalizacion y
grados de oxidacion de sus estructuras generan compuestos con actividades biolégicas

interesantes!?.

1.1. METABOLITOS SECUNDARIOS
1.1.a. Compuestos fendlicos.

Los compuestos fendlicos de las plantas son biosintetizados en diferentes rutas,
las dos rutas basicas implicadas son la ruta del &cido shikimico que es responsable de
la mayoria de los fenoles en las plantas y la ruta del acido malénico que es fuente
importante de fenoles en hongos y bacterias pero poco empleada en plantas
superiores®. Existen numerosas categorias de estos compuestos, los cuales se pueden
considerar los compuestos fendélicos simples, fenilpropanoides, flavonoides, taninos, y
quinonas'®, se les conoce como unidades Cs: Cs-C3-Cs €l esqueleto recibe el nombre
de Flavano (Figura 1), se encuentran practicamente en todas las plantas superiores y
por ello se consideran productos universales!?. La mayoria de los compuestos fendlicos
presentes en los alimentos son los flavonoides provenientes de las plantas, que poseen
propiedades bioldgicas y quimicas comunes, entre las que se pueden citar: actividad
antioxidante, captacién de especies oxigenadas activas, capacidad de modular ciertas

actividades enzimaticos, entre otras!”. .

Figura 1. Estructura del nicleo de Flavano.?
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1.1.b. Terpenos

Los terpenos conocidos también como terpenoides son un grupo Unico de
productos naturales®, que se encuentran en la fuente vegetal solos o formando
glicésidos (conocidos como saponinas). La unidad fundamental que define el esqueleto
contiene cinco atomos de carbono y se le conoce como isopreno!? (2), el cual puede ser
originado a partir de los “isoprenos activos” dimetilalilpirofosfato (DMAPF, 3) o del
isopentenil pirofosfato (IPPF, 4)®l. Generalmente estan constituidos por la unién de dos
0 mas unidades de isopreno y son biosintetizados a partir de AcetilCoA o de

intermediarios glicoliticos .

Los terpenos se clasifican por el ndmero de unidades de cinco atomos de
carbono o isoprenos que contienen, tales como: Hemiterpenos Cs, monoterpenos Ciy,
sesquiterpenos Cis, diterpenos Cyo, Sesterterpenos Cys (muy raro), triterpenos Caso,

tetraterpenos Cuo™®.

Z

(2)

Figura 2. Estructura del isopreno'

[ [
NN N SN o ™o g
O O O O
3) (4)

Figura 3. Estructura de isoprenos activos. (3) DMAPF, (4) IPPF.[®!
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Los mas abundantes son los triterpenos (30 &tomos de carbono: seis unidades
isoprénicas), se encuentran ampliamente distribuidos en la naturaleza'® tanto en el
reino vegetal como en el reino animal, por lo cual han sido rigurosamente estudiados!?.
Estos pueden encontrarse tanto en forma libre como asociados con azlcares

(glicésidos) o aminoacidos'?.

El precursor comun de todos los triterpenos es el escualeno (5). Sin embargo,
existe una amplia variedad estructural®, y se clasifican tomando en cuenta el nimero
de anillos que lo conforman (tetraciclicos y pentaciclicos) y dentro de esta clasificacion,
se encuentran subclasificados por grupos!®..

Figura 4. Estructura del Escualeno.[8]

La mayoria de los compuestos triterpenoidales en plantas adaptogénicas se
encuentran como saponinas, que se refieren a la unién de diversas moléculas de

azlcar a la unidad de triterpeno?.

Las saponinas son un grupo de sustancias glicosidicas de alto peso molecular,
gue se disuelven en agua, poseen propiedades tensoactivas (la propiedad de formar
espuma al agitar la solucidn), tienen sabor amargo y por su accién hemolitica, son

toxicas para algunos animales acuaticos. De acuerdo con la naturaleza quimica de la
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sapogenina (aglicona de la saponina) pueden ser clasificadas igualmente como
esteroidales vy triterpenoidales. Las saponinas esteroidales son menos frecuentes que

las triterpenoidales!?.

Las saponinas triterpenoidales estan contenidas entre las drogas “naturales”
orientales®” y todas derivan todas del dammarano (6) y se subdividen a su vez en tetra

y pentaciclicas™.

e Tetraciclicas: Conservan la estructura basica del dammarano (6), con tres ciclos
de seis miembros y un ciclo de cinco miembros

(ciclopentanoperhidrofenantreno)™?.

H3C™ CH,

(6)

Figura 5. Estructura del Dammarano'®.

e Pentaciclicas: Hay tres grupos representados por los grupos de la B-amirina
(oleananos) (7) y a-amirina (ursanos) (8), que tienen cinco ciclos de seis
miembros, dos metilos en la posicion 20 y dos metilos en la posicion 19 y 20 del
anillos E, respectivamente y el grupo del lupeol (9) que se caracterizan porque el

anillo E tiene 5 miembros?,
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29

s}

3

>
S
$

(7) (8) 9)

Oleanano Ursano Lupeol

Figura 6. Estructuras bésicas de los triterpenos pentaciclicos, tipo oleanano, ursano y lupano'?

El aislamiento, andlisis, purificacion, elucidacién y caracterizacion de la
estructura de los metabolitos secundarios producidos por las plantas se denomina

fitoquimica.

La siguiente investigacion estd basada en el estudio fitoquimico de los
metabolitos secundarios mayoritarios presente en la especie Arrabidaea inaequalis (DC.
ex Splitg.) L, perteneciente a la familia Bignoniaceae ampliamente estudiada y resumida

a continuacion.
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2. FAMILIA BIGNONIACEAE

Bignoniaceae es una familia que se encuentra en los principales grupos de
angiospermas™, con aproximadamente 120 géneros y 800 especies™ que se
distribuyen principalmente en las regiones tropicales y subtropicales *°. La familia
Bignoniaceae se caracteriza por incluir varios géneros de grandes arboles y un gran
nimero de lianas, asi como por las hojas opuestas y compuestas*?. Dentro de esta
familia se encuentra el género Arrabidaea, el cual comprende entre 70 y 100 especies
en las que destacan A. chica, A. samydoides, A. florida, entre otras. Las especies del
género Arrabidaea, han llamado la atencién de los investigadores alrededor del mundo,
debido a la gran variedad de actividades farmacolégicas que presentan como:
antioxidante™,  antiviral’®>,  anti-inflamatoria,  antinociceptivo®, leishmanicida®’,

|18

inmunomodulador, antitumoral*®, antimicrobiano®®, anticancerigena®, cicatrizante!?,

entre otras.

El género Arrabidaea cuenta con una amplia distribucién desde Centroamérica
hasta Argentina y Paraguay®??®, Este género es un grupo grande y morfoldgicamente
diverso de lianas neotropicales[13] que crecen tanto en bosques himedos como
secos!®®. Lianas, raras veces arbustos o arboles pequefios con tallos con 4 brazos de
floema en seccion transversal, ramas secundarias teretes, usualmente con campos
glandulares interpeciolares. Las hojas por lo comun folioladas, el foliolo terminal con
frecuencia reemplazado por un zarcillo simple. Inflorescencia generalmente una
panicula multifiora grande, terminal o axilar, con muchas flores. Las flores con el caliz
por lo general cupular, truncado o bilabiado, por lo comun diminutamente denticulado,
usualmente pubescente; corola roja o rosado clara hasta parpura (algunas especies con
flores blancas) generalmente pequefias, mas o menos campanuladas y pubescentes
por fuera por lo menos sobre los I6bulos; anteras glabras, tecas rectas o ligeramente
recurvadas, por lo general divaricadas y el pistillo con ovario angostamente cilindrico a

linear-tetragonal, por lo regular diminutamente lepidoto y évulos seriados. El fruto una
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capsula linear, comprimida por lo regular esencialmente lisa, rara vez verrugosa, por lo
comun con el nervio medio ligeramente elevado; semillas biliadas, las alas usualmente

méas 0 menos hialinas y diferenciadas del cuerpo de la semilla.

Varias especies de éste género han sido estudiadas*® a lo largo de los afios con
la finalidad de identificar los metabolitos secundarios presentes y asociarlos a las

propiedades terapéuticas de este género de plantas.???

Estudios fitoquimicos previos han demostrado que plantas de este género
producen C-glucosilxantonas, fenilpropanoides, flavonoides, derivados de alantoina y
triterpenos. Asi mismo, se ha realizado diversos estudios sobre su uso para tratar
diferentes dolencias como por ejemplo, A. florida para problemas estomacales y
digestivos; A. candicans en afecciones de fiebre; A. spicata para el dolor de cabeza; A.
candicans y A. platyphylla para la diarrea **! ¥ y hasta se reporta el uso de la A. chica,
para dolores relacionados con la menstruacion, ademas de su uso como colorante

natural ??,
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3. ANTECEDENTES DEL GENERO Arrabidaea

3.1. Arrabidaea samydoides (Cham.) Sandwith

P. Mendoza publicé diferentes estudios de la especie Arrabidaea samydoides en
2003, luego del analisis fitoquimico realizado, esta investigadora identifico la presencia
de flavona, triterpenos y esteroides. La investigacion dio como resultado el aislamiento
de lupeol (10), sitosterol (11), estigmasterol (12), crisina (13), 3p,16a-dihidroxi-olean-12-
eno (14), eritrodiol (15), uvaol (16) y &cido ursélico(17)*.

Las hojas y los tallos de A. samydoides secos y pulverizados se extrajeron con
etanol, el extracto etandlico se particioné con hexano, cloroformo y acetato de etilo por
separado. De la fraccion de cloroformo del tallo, se obtuvieron los compuestos lupeol
(10), sitosterol (11), estigmasterol (12) y crisina (13). De la fraccién de hexano del tallo
se aislé el compuesto 383,16a-dihidroxi-olean-12-eno (14) y finalmente de la fraccion de

cloroformo de las hojas se aislé el eritrodiol (15), uvaol (16) y acido ursélico (17)2*
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(10) Lupeol, (11) Sistosterol, (12) Estigmasterol, (13) Crisina, (14) 383,16a-dihidroxiolean-12eno,

(15) Eritrodiol, (16) Uvaol, (17) Acido Ursdlico.

Figura 7. Compuestos identificados en Arrabidaea samydoides por P. Mendoza!®”.
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Més adelante ese mismo afio, esta investigadora publicé un estudio de la
presencia de compuestos antioxidantes, incluyendo tres nuevas estructuras quimicas
del tipo C-Glucosilxantonas en los tallos de Arrabidaea samydoides. El extracto
etandlico de los tallos mostré6 una prometedora actividad antioxidante (Tabla 1) y
condujo al aislamiento de tres nuevos C-glucopiranosilxantonas, 2-(2"-O-trans-cafeoilo)-
C-B-D-glucopiranosil-1,3,6,7-tetrahidroxixantona (18), 2-(2"-O-trans-cinamoilo)-C-3-D-
glucopiranosil-1,3,6,7-tetrahidroxixantona  (19), y 2-(2-O-trans-cumaroil)-C-B-D-
glucopiranosil-1,3,6,7-tetrahidroxixantona (20), ademas de tres compuestos ya
conocidos, la mangiferina (21), 2-(2-O-benzoil)-C-B-D-glucopiranosil-1,3,6,7-
tetrahidroxixantona (22) y la muraxantona (23). Las estructuras quimicas se asignaron
sobre la base de experimentos de Espectrometria de Masas (MS) y por Resonancia
Magnética Nuclear (RMN) de una y dos dimensiones. Las xantonas 18-23 mostraron
actividad captadora de radicales libres moderada contra 1,1-difenil-2-picrilhidrazilo
(DPPH), asi como actividad antioxidante por sus propiedades redox medidos en EICD-
HPLC (Tabla 1)*¥. En la Tabla 1 se observa que los compuestos (18) y (20) mostraron
las mejores actividades de inhibicion, tomando como referencia la rutina (ICso 12,34
pg/mL), revelando una actividad antioxidante moderada, mientras que los compuestos
(19), (21) y (23) mostraron actividades mas bajas y valores similares de ICso. Este
resultado indica que la actividad moderada de inhibicion de radicales libres de los
xantonas se debe a su capacidad donadora de hidréogeno, de modo que el aumento del
namero de grupos hidroxilo o catecol resulta en un efecto de eliminacién de radicales
mas eficaz. El comportamiento electroquimico mostrado por estos compuestos mostré
una buena correlacion con el efecto de eliminacion de radicales medido en el ensayo de
DPPH. Esta observacién indica que las sustancias con picos oxidativos por debajo de
+1,2 V (Tabla 1) y una gran capacidad oxidativa tienen propiedades de inhibicion de

radicales mas prometedoras que aquellas que se oxidan en potencias superiores.
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(18) 2-(2"-O-trans-cafeoilo)-C B-D-glucopiranosil-1,3,6,7-tetrahidroxixantona,
(19) 2-(2"-O-trans-cinamoilo)-C-B-D-glucopiranosil-1,3,6,7-tetrahidroxixantona,
(20) 2-(2"-O-trans-cumaroil)-C-p-D-glucopiranosil- 1,3,6,7-tetrahidroxixantona,
(21) mangiferina (22) 2-(2- O-benzoil)-C-B-D-glucopiranosil- 1,3,6,7-tetrahidroxixantona,
(23) muraxantona

Figura 8. Xantonas identificados en Arrabidaea samydoides por P. Mendoza.™
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Tabla[ll41 Potencial de radicales redox (V) y actividad de los compuestos 18-23 para
DPPH"™,

Compuesto ICs0 (MMol)* Eox(+) Ered(-)
18 17.81 0.90 0.05

19 31.36 0.60 0.40

20 25.45 0.80 0.35

21 35.02 0.50 0.45

22 32.66 0.60 0.40

23 30.72 0.65 0.40
standard (rutina) 12.34 0.90 0.10

*Concentracion requerida para secuestrar el 50% de los radicales libres DPPH.

3.2. Arrabidaea pulchra (Cham.) L.G.Lohmann

En 2013 se estudio la actividad antiviral del extracto etandlico de Arrabidaea
pulchra por extracciones secuenciales del extracto metandlico acuoso con disolventes
inmiscibles que condujo a la obtencion de cuatro fracciones: diclorometano, acetato de
etilo, n-butanol y agua. En la Tabla 2 se aprecia que la fraccion de diclorometano
mostro buena actividad contra el virus del herpes humano 1 (HSV-1) y el virus dengue 2
(DENV-2), mientras que la fraccion de acetato de etilo fue débilmente activa contra virus
del herpes humano 1 (HSV-1) y mostré una buena actividad contra virus Vaccinia
(VACV-WR) vy el virus dengue 2 (DENV-2), para estos analisis se utiliz6 com patron el
aciclovir y el a-2a Interferén. La fraccion de acetato de etilo fue separada a través de
una columna de Sephadex LH-20 para aislar verbascaosido (24) y cafeoilcalleryanin (25),
los cuales mostraron una buena actividad contra virus dengue 2 (DENV-2) (Tabla 2).
Asimismo, de la fraccidén de diclorometano se extrajo con éter dietilico el acido ursélico
(17), el cual mostro buena actividad contra virus del herpes humano 1 (HSV-1) y el virus
dengue 2 (DENV-2). En el 2014 un analisis fitoquimico y citotoxico de la especie
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Arrabidaea pulchra, determind la presencia de flavonoides y taninos, ademas de

efectos antiproliferativos y citotéxicos®.

(0]
~ o/ﬁ/c’ oH
o) - \/\@
HO HO o OH
OH
HO OH (24)

O\H/\/\QiOH
(25) © OH
(24) Verbascoésido, (25) caffeoilcalleryanin

Figura 9. Compuestos identificados en Arrabidaea pulchra por Catarinal®

Tabla 2. Actividad antiviral in vitro (ECso), para el extracto etandlico de las hojas
Arrabidaea pulchra y fracciones.™

Extracto / Compuesto HSVAL VACVWR DENV=2
ECso ug/mL ECso pg/mL ECso pg/mL

Extracto etandlico 235.3+9.7 2452 +13.4 46.8+ 1.6
Fraccion CH,ClI, NA 18.6 + 0.9 154 +2.1
Fraccion AcOEt 1219+ 9.8 184+ 1.9 12.2+1.6

24 NA NA 34+04

25 NA NA 28+0.4

17 6.2+0.1 NA 3.2+0.6

Aciclovir 40
a-2a Interferén 2.5 x 10? 2.5x10°
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3.3. Arrabidaea brachypoda (A. DC.) Bureau

En el 2002, Alcerito et al. analizaron el extracto cloroférmico de la cera
epicuticular de las hojas secas de A. brachypoda, logrando aislar por dos métodos
cuatro flavonoides, mediante cromatografia de papel, usando acido acético acuoso al
15% como disolvente y eluyendo las tiras de papel con MeOH y por cromatografia en
columna de Sephadex LH-20, seguida por UV (MeOH al 80%). Las cuatro flavonas
mostraron actividad antifungica contra Cladosporium sphaerospermum y fueron
identificadas como 3a,4a-dihidroxi-5,6,7-trimetoxiflavona (26), cirsiliol (27), cirsimaritina
(28) e hispidulina (29).12°!

Los flavonoides cirsiliol (27), cirsimaritina (28) e hispidulina (29) se encuentran
muy comunmente como flavonoides en la cera epicuticular. Cirsimaritina (28) e
hispidulina (29), se encontraron previamente en Bignoniaceae, pero esta fue el primer
informe de cirsiliol (27) para esta familia. ElI flavonoide, 3a,4a-dihidroxi-5,6,7-
trimetoxiflavona (26), s6lo se habia descrito como un compuesto sintetizado, que tiene

actividad inhibitoria frente a araquidonato 5-lipoxigenasa'®®.

Ry
OH

R1 Rz R3 R4
(26) CHs CHs; CHs OH

R30 (0]
27) H CHs CHs OH
28) H CHs; CH; H
R,0 299 H CHy H OH

OR; (0]

(26) 3a,4a-dihidroxi-5,6,7-trimetoxiflavona, (27) cirsiliol,
(28) cirsimaritina, (29) hispidulina.

Figura 10. Compuestos identificados en Arrabidaea brachypoda por Alcerito. ?°!
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En 2010, Claudia Q. da Rocha realizd varias investigaciones sobre Arrabidaea
brachypoda, mostrando que el extracto etandlico de las raices posee accion anti-
inflamatoria en ratas Wistar y actividad antinociceptiva en ratones suizos. Los
resultados obtenidos sefialan el potencial de esta planta para el control farmacologico
del dolor y los procesos inflamatorios en una concentracion de 100 mg/Kg o mas como
se aprecia en la Tabla 3. Ademas, los resultados apoyan el uso tradicional de esta
especie en algunas condiciones dolorosas e inflamatorias. El andlisis fitoquimico mostré
gue el extracto etandlico acuoso de las hojas contenia saponinas, glucosidos cardiacos,
compuestos fendlicos, taninos, esteroides y flavonoides, los cuales han sido asociados
con diversos grados de actividades anti-inflamatorias y analgésicas. En el andlisis por
HPLC se identifico la quercetina (30) y se observé la presencia de otros compuestos
fendlicos aun no identificados. Ademas, en un estudio del 2002 informan sobre el
aislamiento de los flavonoides 3,4-dihidroxi-5,6,7-trimetoxiflavona (26), cirsiliol (27),
cirsimaritina (28) e hispidulina(29), a partir de hojas de A. brachypoda. Estas sustancias
comparten una gran similitud quimica con una flavona de A. samydoide descrita en
2003, la crisina (13), que muestra una significativa actividad antioxidante. Finalmente,
se encontraron en las raices de A. brachypoda los triterpenos pentaciclicos de acido

betulinico (31), &cido ursélico (17) y &cido oleandlico (32). ¢!
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(30) (31)

COOH
COOH

HO HO
a7) (32)
(30) Quercetina, (31) Acido betulinico, (17) Acido Ursdlico, (32) Acido oleandlico

Figura 11. Compuestos identificados en Arrabidaea brachypoda por Da Rocha. *°!

Tabla 3. Valores inhibitorios del Extracto Etanélico de A. Brachypoda ™°

_ Extracto Etandlico A.
Indometacina

Brachypoda
30 100 300
10 mg/Kg
mg/Kg mg/Kg mg/Kg
Carragenina 40,97% 34,24% 43,10% 54,95%

(Edema / inhibicién de edema)

lipopolisacéarido de Escherichia

coli serotipo 026: B6 67,44% 24,41% 44,32% 45,38%
(Peritonitis/ inhibicién de

reclutamiento de leucocitos)
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En el 2012, el mismo grupo de investigadores evaluaron la actividad
leishmanicida del extracto hidro-etandlico de diferentes partes (hojas, tallo y raiz) de
Arrabidaea brachypoda, mostrando una importante actividad leishmanicida in vitro!*”.

Tabla 4. Valores de inhibiciobn de crecimiento de promastigotes Leishmania (L. )
amazonensis (MHOM / BR / 71973 / M2269).1")

Extracto Extracto Extracto

Anfotericina B Etanolico Etanolico Etanélico
Tallo Hojas Raiz
ICs0 (Mg/mML) 3,68 9,32 4,85 15,32
ICq0 (MQ/mML) 8,82 23,52 14,89 34,36

Da Rocha y et al,, estudiaron la fraccion menos polar de un extracto de etanol
acuoso de las raices de Arrabidaea brachypoda. En 2014, observando que la especie
mostré una actividad significativa in vitro contra Tripanosoma cruzi, el parasito
responsable de la enfermedad de Chagas, se realizd el estudio de los componentes
activos, lo cual condujo al aislamiento de tres nuevos flavonoides diméricos (33-35). El
compuesto (33) no exhibi6 ninguna actividad hacia T. cruzi, mientras que los
flavonoides (34) y (35) exhibieron actividad selectiva contra estos tripomastigotes (Tabla
5). Los compuestos (34) y (35) inhiben el proceso de invasién del parasito y su
desarrollo intracelular en células huésped con potencias similares a benznidazol como

se muestra en la Tabla 5, (36).
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R
(33)  OH
(35) OCHs;
(35) H

R

(33) Braquidina A, (34) Braquidina B, (35) Braquidina C.

Figura 12. Flavonoides diméricos identificados en Arrabidaea brachypoda™?.

(36)
Benznidazol

Figura 13. Estructura del antiparasitario Benznidazol™?.
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Tabla 5. Citotoxicidad y anti T. cruzi de la Braquidina A, B, C y el benznidazole!*¥,

Compuesto Células huésped Cepa Y de T. cruzi, ICso (UM)
P LCso (M) _ _ |
Tripomastigotes Amastigotes
(30) Braquidina A >20 >20 >20
(31) Braquidina B 15,6 + 0,02 53+1,15 6,0 £0,33
(32) Braquidina C 17,3+0,84 6,6 £ 0,39 6,8 +0,41
Benznidazole >20 11,3+ 1,84 14 + 0,38
Violeta de
genciana 048+0,05

3.4. Arrabidaea chica (Humb. Bonpl.)

La especie méas estudiada ha sido Arrabidaea Chica. En 2011 se estudio el
efecto en el desarrollo de tumores para ello se usé las hojas de A. chica se extrajeron
con etanol y agua. El andlisis fitoquimico de los extractos indicd la presencia de
antocianidinas, flavonoides, taninos y saponinas[18]. Flavia et al., realizaron el estudio
por HPLC del extracto etandlico indicando la presencia de kaempferol (36), ademas en
2008 fueron Aislados otros dos flavonoides del extracto etandlico de A. chica, 4'-
hidroxi-3,7-dimetoxiflavona (37) y vicenin-2 (38) & 7 |os estudios biolégicos
realizados a los extractos acuosos y etandlicos de A. chica mostraron que estos
presentan actividades inmunomoduladoras y antitumorales atribuidas a la presencia de

flavonoides, tales como kaempferol (36)12!.
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H,CO

OH (38)

(36) Kaempferol, (37) 4'- hidroxi-3,7-dimetoxiflavona, (38) vicenin-2

Figura 14. Compuestos identificados en Arrabidaea chica por Ribeiro[16]

Tabla 6. Medicién del crecimiento del tumor sélido Ehrlich en almohadilla de la pata del
raton 48 h

Dia de desarrollo del tumor

Grupo

3 5 7 9 12

Extracto 5 1084010 2.053:0.08 2.0970.13  2290£0.33  2.4950.51
acuoso
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Adicionalmente, en el 2013 se evalud la toxicidad y la actividad antimicrobiana
del extracto hidroetandlico de Arrabidaea chica. EIl andlisis fitoquimico por métodos
colorimétricos reveld la presencia de compuestos fendlicos especialmente flavonas y
flavonoles; el andlisis espectroscopico revelo presencia de 3-desoxiantocianidinas y
kaempferol (36), sugiriendo que los compuestos fendlicos presentes en altas
concentraciones son los responsables de la actividad antimicrobiana, sabiendo que el
kaempferol (36), uno de los flavonoides polifendlicos identificados, es un agente
antimicrobiano potente, mediante la formacion de un complejo con la pared celular

bacteriana, y por lo tanto previene el crecimiento bacteriano™?.

En 2012, Dos Santos y col., realizaron el estudio fitoquimico y evaluaron los
efectos mutagénicos y genotdxicos/antigenotoxicos de la fraccion cloroférmica de A.
chica. El analisis fitoquimico indico la presencia de saponinas, alcaloides, flavonoides y
compuestos fendlicos, atribuyendo los efectos antigenotoxicos a la presencia de los
flavonoides y compuestos fendlicos. Las propiedades antiinflamatorias y de
cicatrizacion de la planta se relacionaron a la presencia de desoxiantocianidinas, como

carajurina (39) y carajurona (40)%%.

En el 2013, D. Taffarello y col. realizaron el analisis fitoquimico y la determinacion de
la influencia del proceso de fermentacion enzimética de hojas de A. chica Verlot sobre
la actividad anticancerigena, utilizando modelos in vitro de células tumorales humanas,
reportando, en las hojas de A. chica, la presencia de 6,7,3"4'-tetra-hidroxi-5-
metoxiflavilio (41), carajurona o 6,7,4'-trihidroxi-5-metoxiflavilio (40) y la carajurina 6,7-
dihidroxi-5,4'-dimetoxiflavilio (42). Ademas de fitoesteroles, taninos y los flavonoides
7,4'-dihidroxi-5-metoxiflavona (43) y 6,7,3',4 -tetra-hidroxi-5-metoxiflavona
(carajuruflavona) (44), mostrando la influencia de la variacion en la proporcion relativa

de antocianinas en los extractos metandlicos de A. chica, sin tratamiento enzimatico
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mejorando la actividad anticancerigena y analizando el potencial de actividad

antioxidante?”,

Ese mismo afio se investigd el efecto de la aplicacion topica del extracto de A.
chica en la curacion del tendon dafiado quirdrgicamente en ratas wistars, obteniendo
resultados positivos en el séptimo dia después de la lesion, las secciones del tendon
mostraron un notable aumento de la reconstitucion del coladgeno y un aumento del
namero de vasos sanguineos en el area seccionada tratada con la planta. El extracto
crudo A. chica actu6 en la fase proliferativa de reparacion del tendén y en la mejora de
la organizacion molecular de las fibras de colageno. Estos investigadores relacionaron
el efecto curativo observado con la presencia de las agliconas carajurina (39) y
carajurona (40), las cuales son componentes de las antocianinas presentes en las hojas
de Arrabidaea chica. Del extracto liofilizado de la planta se Aislaron y caracterizaron tres
pigmentos, pigmento (39) (carajurina), pigmento (40) (carajurona) y pigmento (44)

(carajurina)?.
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Ry
OR;
R, R>
HO ot (39) H CH3
X
(40) H H
o F (41) OH H
OCHs
Ry

OH
Ri R
Ho 0 42) H H

| (43) OH OH

OCH; o)

(39) 6,7-dihidroxi-5,4'-dimetoxiflavilio (Carajurina),
(40) 6,7,4'-trinidroxi-5-metoxiflavilio (carajurona),
(41) 6,7,3',4'-tetra-hidroxi-5-metoxiflavilio, (43) 7,4'-dihidroxi-5-metoxiflavona,
(44) 6,7,3',4"-tetra-hidroxi-5-metoxiflavona.

Figura 15. Compuestos identificados en Arrabidaea chica por Da Rocha y Taffarello.[*® 2
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4. DESCRIPCION BOTANICA DE LA ESPECIE Arrabidaea inaequalis (DC.ex Splitg.)

La especie Arrabidaea inaequalis (DC. ex Splitg.) L. (Figura 15,16 y 17), posee la

siguiente clasificacién taxondmica'®®:

Reino: Plantae.

Phylum: Magnoliophyta.

Clase: Magnoliopsida.

Orden: Lamiales.

Familia: Bignoniaceae.

Género: Arrabidaea.

Especie: Arrabidaea inaequalis.
Autor: (DC. ex Splitg.) K. Schum.
Determinador: Dugand

Fecha determinacion: 1 de enero de 1955

Arrabidaea inaequalis 0 como se conoce por su nombre comun Bejuco
guacarayo, en México se conoce como Tronador o Paludo, es una trepadora lefiosa con
hojas opuestas e internadas a veces con un zarcillo simple!*® raramente folioladas en
parte, la lamina eliptica aguda o cortamente acuminada la base redondeada con
frecuencia muy desiguales, el fruto es una capsula linear achatada de color marrén
oscuro 0 negruzca cuando se seca, ligeramente glandular punteada los margenes
ligeramente elevados, posee el nervio medio ligeramente elevado o no BY, las flores
purpureo-rojizas. Es comun en bosques siempre verdes de tierras bajas y montafiosos
entre 50 y 500 msnm, en Venezuela se puede encontrar en el Rio Cuao: entre Pozo

Hormiga y Cafio Samariapo®®”.
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AREABIDAEA (nargualis

Figura 16. Imagen de Arrabidaea inaequalis (DC. ex Splitg.) L

Se puede encontrar con los siguientes sindbnimos de A. inaequalis: Bignonia
inaequalis DC. ex Splitg, Bignonia decomposita Pleonotoma decompasita (Mig.), P.
inaequalis (OC. ex Splitg.), P. triternata, Tetrastichella inaequalis (OC. ex Splitg.),
Chasmia Schott ex Spreng., Cremastus Miers, Neomacfadya BAIll., Panterpa Miers,
Paramansoa BAIll., Pentelesia Raf., Petastoma Miers, Scobinaria Seibert, Vasconcellia
Mart. (32 23



Arrabidaea inaequalis Pagina |29

©W. Milliken/RBG, Kew

Figura 18. Hojas de Arrabidaea inaequalis (DC. ex Splitg.) L .
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Arrabidaea inaequalis se encuentra principalmente en Centroamérica y parte de
Suramérica (Figura 19), entre ellas Sureste de México, Belice, Guatemala, Colombia,

Trinidad, Guyana, Surinam, Guayana Francesa, Peru, Brasil, Bolivia

Figura 19. Ubicacién geogréfica de Arrabidaea inaequalis.’®
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5. JUSTIFICACION

Numerosos antecedentes botanicos y estudios bioldgicos sefialan diversas
actividades y propiedades medicinales de varias especies de la familia Bignoniaceae y
del género Arrabidaea. Sin embargo, no se encuentran reportes de estudios
fitoquimicos y/o biolégicos de la especie Arrabidaea inaequalis (DC. ex Splitg.) L, por
esta razén se propuso el analisis fitoquimico de esta especie con el fin de generar una
contribucion importante para el desarrollo cientifico del pais, en el campo de la quimica
organica y especificamente en la investigacion de productos naturales por medio del
analisis fitoquimico de la especie y asi, servir como precursor de futuros trabajos

fitoquimicos o biolégicos de la misma
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6. OBJETIVOS

6.1. OBJETIVO GENERAL

Realizar el estudio fitoquimico de la especie Arrabidaea inaequalis (DC. ex
Splitg.) L

6.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Extraer los metabolitos secundarios mayoritarios presentes en el extracto
metanodlico de los tallos y hojas de la especie Arrabidaea inaequalis (DC. ex
Splitg.) L por técnicas cromatograficas como Cromatografia de Capa Fina (CCF),
Cromatografia en Columna (CC) y Cromatografia Liquida de Presion Media
(CLPM) para su Aislamiento y caracterizacion.

Caracterizar los metabolitos secundarios mayoritarios Aislados de los tallos y
hojas de la especie Arrabidaea inaequalis (DC. ex Splitg.) L por sus propiedades
fisicas y por medio de técnicas espectroscopicas como RMN de una (RMN-H,
RMN-*C y DEPT-135) y dos dimensiones (HMQC y HMBC).
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7. MATERIALES Y METODOLOGIA EXPERIMENTAL

7.1. MATERIALES Y EQUIPOS

Los materiales utilizados para los diferentes métodos cromatograficos que se
emplearon en el estudio fitoquimico de la planta Arrabidaea inaequalis (DC. ex Splitg.)

L, se presentan a continuacion:

7.1.a. Soportes cromatogréaficos

Cromatografia de capa fina fase normal (analitica)

e Placas de silica gel con soporte de aluminio, TLC Silica gel 60 F,s4 de la casa
comercial Merck ® de dimensiones 20 x 20 cm, con indicador de fluorescencia
UVs4.

e Placas analiticas de RP-18; 0,25 mm de espesor con soporte de vidrio de la casa

comercial Merck ®

Columnas cromatograficas

e Silica gel 60, de 0,063-0,2 mm, Riedel-de Haen® AG

e Sephadex™ LH-20 de 25-100um, CAS 9041-37-6, Sigma-Aldrich ®

e Lobar Lichroprep Si60, de 40-63um, Tipo A, Sigma-Aldrich ®

e Cromatoplacas Preparativa Silica gel 60 Fs4, de 20 x 20 con zona de

concentracion 4 x 20 cm de Merck ®
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7.1.b. Agentes reveladores

Los agentes reveladores que se emplearon en el estudio fitoquimico de la planta

Arrabidaea inaequalis (DC. ex Splitg.) L, fueron los siguientes:

¢ Reactivo de vAinillina en acido sulfurico.

El proceso de revelado consiste en rociar la placa con 10 mL de una solucién de
vainillina al 1% en etanol con 10 mL de una solucién de acido sulfarico al 10% en
etanol. Luego se calienta a 110 °C durante 5-10 min y se evalla la placa en el
visible. La deteccién de componentes de aceites esenciales como terpenoides e
iridoides producen coloraciones moradas y/o rosadas. Terpenos como glicésidos
dan coloraciones azul-violetas oscuras y algunas saponinas dan coloraciones

amarillast®®.

¢ Reactivo de p-Anisaldehido.

Se mezclan 0,5 mL de p-anisaldehido con 10 mL de &cido acético glacial, seguido
de 85 mL de metanol y 5 mL de &cido sulfarico concentrado. Se rocia la placa de
CCF con este reactivo y se calienta a 100 °C durante 5-10 min o hasta obtener una
maxima intensidad de color. La aparicion de manchas amarillas, verdes, rosadas,
moradas y azules, es indicativo de la presencia de flavonoides, terpenoides

glicosilados, secoiridoides terpenoides, saponinas y respectivamentel®®,

e Reactivo de Komarowsky.

Se mezcla 1 mL de una solucion etandlica al 50% de &cido sulfarico y 10 mL de una
solucion metanolica al 2% de 4-hidroxibenzaldehido. Se rocia la placa y se calienta
a 100 °C durante 5-10 min y se evalua en el visible. Coloraciones azules, amarillas

y rojas son indicativas de saponinas®.
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7.1.c. Equipos

Los equipos utilizados en el en el estudio fitoquimico de la planta Arrabidaea

inaequalis (DC. ex Splitg.) L, fueron los siguientes:

e Balanza Denver Instrumental Company, modelo AA-200.

e Rota evaporadores marca BUCHI R-111 con un bafio de agua BUCHI 461.

e Se utilizé la lampara de UV-Vis marca MINERALIGHT® LAMP, Modelo UVSL-58,
con dos longitudes de onda disponibles: 254 y 366 nm.

e Columna Lobar conectada a una bomba HPLC Waters™ 600S Controller, la
presion maxima de 5.000 psi y flujo de 0,01 a 5,0 mL/min.

e Espectrometro de Resonancia Magnética Nuclear, marca BRUKER, modelo
AMS500, con campo aplicado de 300 y 600 MHz para protones y 75y 125 MHz
para carbono, ubicado en el Laboratorio de RMN del Instituto Venezolano de

Investigaciones Cientificas (IVIC).



Arrabidaea inaequalis Pagina |36

7.2. METODOLOGIA APLICADA

7.2.a. Recoleccién del material vegetal

La muestra de Arrabidaea inaequalis (Ai) fue recolectada en 1993 en el Rio
Sipapo, Puerto Samario, Estado Amazonas, en las coordenadas 6°34°N; 67°5°O por el
Dr. Anibal Castillo y fue conservada molida y seca en el Laboratorio de Productos
Naturales de la Escuela de Quimica de la Universidad Central de Venezuela. Una
muestra de esta especie se encuentra depositada en el Herbario Nacional de
Venezuela, en el Jardin Botanico de la Universidad Central de Venezuela Dr. Tobias
Lasser, bajo el codigo N° 3542 (Figura 20).

Figura 20. Imagen del espécimen de Arrabidaea inaequalis (DC. ex Splitg.) L. depositada en el
Jardin Boténico de Caracas.
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7.2.b. Analisis Fitoquimico

Un total de 770,00 g de hojas y tallos secos y molidos fueron sometidos a
percolacion con MeOH a temperatura ambiente durante tres dias, obteniendo dos
porciones de una pasta marron del extracto metandlico, una de 20,7 g (1-Aiy) y otra de
23,2 g (2-Aiy), ambas fueron tratadas con n-butanol para eliminar la mayor cantidad de
azucares Yy trabajar con la mayor cantidad de compuestos polares solubles en n-
butanol. Asi, se obtuvo una pasta de 17,75 g (1-Ai) y 16,02 g (2-Ai) de las fracciones

butandlicas (Esquema 2).

Esquema 2. Obtencion de los extractos iniciales 1-Ai y 2-Ai.

770,00 g
Material Vegetal

MeOH x 3 dias
T amb.
\ 4 v
20,7 g 23,29
1-Aiy 2-Aiy
E Lavado con i
v T BuOH v
17,75 g 16,02 g
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La fraccion 1-Al (16,85 g) fue analizada por Cromatografia Liquida al Vacio
(CLV), empleando como fase estacionaria silica gel y como fase movil mezclas de
solventes en orden creciente de polaridad, a saber: Hexano, CH,Cl,, CH,Cl,-MeOH
(95:5), CH,CI,-MeOH (50:50), MeOH, MeOH-H,0 (50:50) y finalizando con H,O como
se muestra en el Esquema 3, recolectando diez fracciones, las cuales, fueron
agrupadas segun el factor de retencién observado en placas de cromatografia de capa
fina (Figura 21), obteniendo asi cinco fracciones denominadas de Ai-A—Ai-E (Esquema
3, Tabla 7).

Esquema 3. Cromatografia Liquida al vacio de 1-Ai.

16,85 g
1-Al
VLC SiO, /1:100
250 mL Hexano
4x150mL CH,CI,
3x100mL CH,Cl,-MeOH (95:5)
5x200mL CH,CL-MeOH (1:1) | |
5x100mL MeOH
5x100mL MeOH-H,0 (1:1)
5x100mL H,O
I I I I
Al-A Al-B Al-C Al-D Al- E
< 0,01 0,64 ¢ 420¢g 6,65¢ 0,10¢g
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Figura 21. Placa de fracciones obtenidas en la CLV del extracto 1-Ai
AcOEt:Me0O:H20 (100:13,5:10) y rociado con vAinillina-&cido sulfdrico

Tabla 7. Fracciones obtenidas en la CLV realizada al extracto 1-Ai.

Muestra 1-Ai
Masa (Q) 16,8
Columna Silica 0,063-0,02mm
VC (mL) 170
Fase movil Hexano; CH,Cl,; MeOH; H,O
Fraccion Muestra Masa muestra (g)
VLC1. Ai-A < 0,01
VLC3.4 Ai-B 0,64
VLCs.; Ai-C 4,20
VLCs: Ai-D 6,65
VLCo.10 Ai-E 0,10
Total 11,59
Rendimiento (%) 69,0
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Por ser la fraccion Ai-C una de las fracciones con mayor masa y cantidad de
compuestos, se realiz6 nuevamente una CLV sobre silica gel utilizando como fase movil
mezclas de CH,Cl,-MeOH de polaridad creciente (95:5—0:100 v/v), Esquema 4, lo cual
produjo sesenta y siete fracciones unidas segun su perfil cromatografico sobre placas
de silica gel (Tabla 8) para obtener seis fracciones combinadas, denominadas Ai-C; —
Ai-Ce.

Esquema 4. Separacion cromatogréafica de Ai-Cs.

1-Al
16,85¢
VLC
$i0, /1100  h----
Hexano; CH,Cl,; MeOH; H,O
1 1 . . 1 |
Al-A Al-B Al-C Al-D Al- E
4209
VLC
S0, /1:100 -----
CH,Cl,:MeOH (95:5 a 0:100)
Al-C, Al-C, Al-Cs Al-C, Al-Cs Al-Cq

10 mg 778,3mg 328,7mg 1294,0 mg 66,7 mg 144 6 mg
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Tabla 8. Fracciones obtenidas en la CLV realizada al extracto Ai-C.

Muestra Ai-C
Masa (9) 3,2
Columna Silica 0,063-0,02mm
VC (ml) 50
CH_Cl,; MeOH (95:5 — 0:100),
Fase movil el gradiente de elucion fue variado en 5% cada 50 mL de
eluente
Fraccion Muestra | Masa muestra (g) Masa muestra (mg)
C-VLC, Ai-C; 0,0100 10,0
C-VLC3.19 Ai-C, 0,7783 778,3
C-VLCy.27 Ai-C; 0,3287 328,7
C-VLCys-39 Ai-C4 1,2940 1294.,0
C-VLCyo.4s Ai-Cs 0,0667 66,7
C-VLCy9.67 Ai-Cg 0,1446 144.6
Total 2,6223 2622,3
Rendimiento (%) 81,9 81,9

Posteriormente, una porcién de la fraccion de Ai-C4 (1,0 g) se sometié a una
separaciéon por Cromatografia en Columna (CC) utilizando como fase estacionaria
Sephadex LH-20 y como fase mévil un sistema de solventes que se inicié con H,0,
seguido la mezcla H,O-MeOH (1:1) y finalizando con MeOH (Esquema 5), obteniendo
ciento cincuenta (150) fracciones. Las cuales fueron analizadas por cromatografia de
capa fina, observandose en las primeras 4 fracciones la presencia de saponinas, de la
fraccion 5 a la 95 se encuentran diferentes compuestos del tipo terpenoidal glicosilados
y no glicosilados, de la fraccion 96 a la 98 se observo una mezcla de compuestos
(terpenos, polifenoles) y finalmente de la fraccibn 99 a la 150 se observaron
compuestos de tipo flavonoidal (Figura 22, Tabla 9), se agruparon las fracciones
consecutivas que mostraron manchas comunes entre si de acuerdo a su factor de
retencion y coloraciones observadas por CCF., obteniendo un total de veintidds (22)

fracciones denominadas de Ai-C4.1 — Ai-Ca.».
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Esquema 5. Separacién cromatogréfica de Ai-C4.

1-Al
16,859
VLC - SiO2 /1:100
| Hexano; CH,Cl; MeOH; H,O |~~~
[ | I ]
Al-A Al-B Al-C Al-D Al- E
4,20 gr
VLC - sio, /1:100
""""""" CH,Cl,:MeOH (95:5 a 0:100)
Al-C, Al-C, Al-C, Al-C, Al-C, Al-C
1,294 gr
C.C-LH-20
H,0:MeOH (95:5 a 0:100)
| | | |
Al-C,. - Al-C
AI-C4_1 Sa;z(')ninas ;—11 AI-C4_12 AI-C4_13 -- AI-C4_22
nin i
Saponinas Terpenos Mezcla Flavonoides

Figura 22. Placa de fracciones obtenidas en CC- LH-20 realizada a | fraccion Ai-C,.
AcOEt-MeO-H,0 (100:13,5:10) y rociado con vainillina-acido sulfarico
Terpenos y Saponinas + Mezcla

+ Saponinas

+

Flavonoides
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Tabla 9. Fracciones obtenidas en la CC-LH-20 realizada al extracto Al-C,.

Muestra
Masa (g)
Columna Sephadex LH-20 (50 g; 24 x 2 cm)
Fase movil H,O-MeOH (100:0 — 0:100)
Fraccion Muestra Masa muestra (g) Masa muestra (mg)
Al-Cy 4 0,0405 40,5
Al-Cy, 0,0300 30,0
Al-Cy3 0,0568 56,8
Al-Cyq 0,0622 62,2
Al-Cys 0,0508 50,8
Al-Cyp 0,0008 0,8
Al-C,+ 0,0855 85,5
Al-Cyg 0,1956 195,6
Al-Cyo 0,0175 17,5
Al-Cy410 0,0341 34,1
Al-C411 0,1325 132,5
Al-Cy12 0,0284 28,4
LHgg.100 Al-Cy413 0,0182 18,2
LH101 Al-Cy4 0,0101 10,1
LH102.105 Al-Cy1s 00227 22,7
LH106 Al-Cy 16 0,0061 6,1
LH107 Al-Cy47 0,0095 9,5
LH108110 Al-Cy41g 0,0191 19,1
LH111 Al-Cy.19 0,0000 0,0
LH1, Al-Cy20 0,0048 4.8
LH113.116 Al-Cyz 0,0245 245
LH117.150 Al-Cy.0 0,1560 156,0
Total 0,7646 765
Rendimiento (%) 76,5 76,5
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La fraccion Al-C,4g (136,5 mg) fue sometié a una columna Lobar Tipo A de silica
gel utilizando como fase movil de AcOEt-MeOH-H,O (100:20:10) (Esquema 6),
obteniendo asi 267 fracciones, las cuales, fueron unidas segun el factor de retencion y
perfil cromatografico observado por CCF para finalmente llegar a nueve fracciones
colectivas denominadas de Al-C4.gL; — Al-Cy4.gLg (Figura 23, Tabla 10).

Esquema 6. Separacion cromatografica de C.C Lobar Ai-Cys.

1-Al
16,859
VLC - si0, / 1:100

Hexano; CH_Cl,; MeOH; H,0O |------------

| 1
Al-A ‘ Al-B ‘ Al-C ‘ Al-D Al- E ‘

i VLC - si0, /1:100
R CH,Cl,:MeOH (955 a 0:100)

‘ Al-C, H Al-C, H Al-C, ‘ AI—C4 Al-C, Al-C,

CC - LH-20
H,0:MeOH (95:5 a 0:100)

Al-C _-- Al-C
Al-C, | 42" 411 Al-C,_, Al-C, .- Al-C4_,
Saponinas Saponinas y Mezcla Flavonoides
Terpenos
|
AlI-C,
136,5 mg
C.C - Lobar
AcOEt:MeOH:H,O  +------
(100:20:10)
I | I I | I I I
Al-C L
A-C, L AI-C, L, 1004r_§93 A-C, L, /AI-C, L. AI-C, L I AI-C, L. Al-C, L, Al-C, L,
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Figura 23. Placa de fracciones obtenidas en la Lobar realizada a la fraccion Ai-Cgs.

AcOEt-MeO-H,0 (100:13,5:10); Rociado con vainillina-acido sulfarico

Tabla 10. Fracciones obtenidas en la CC- Lobar realizada a la fraccion Ai-C4-8.

Muestra Ai-Cyg
Masa (mg) 136,5
Columna Lobar Si60 (40-63um)
Fase movil AcOEt : MeOH : H,0O
Fraccion Muestra Masa muestra (g) | Masa muestra (mg)
L1-60 Ai-Cygly 0,0032 3,2
Le1-70 Ai-Cygl, 0,0021 2,1
L71-105 Ai-Cygls 0,1035 103,5
L106-180 Ai-Cygly 0,0001 0,1
Lig1-189 Ai-Cygls 0,0017 1,7
L190-218 Ai-C,gls 0,0057 57
L220-250 Ai-C,gl 0,0000 0,0
L2s1-262 Ai-Cyglg 0,0010 1,0
L263-267 Ai-Cyglo 0,0038 3,8
Total 0,1211 121
Rendimiento (%) 88,7 88,7
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La fraccion Al-C4gL3 se sometié a una separacion en una placa preparativa de

silica gel 20x20 desarrollada con un sistema de solvente de CH,Cl,-MeOH-H,0
(80:20:10) obteniendo 18 fracciones (Esquema 7), nombradas Al-C4.gL3.a — Al-C4gL3r.

Al ser analizadas por CCF se observaron bandas unitarias y bien definidas (Figura 24,

Tabla 11).

Las fracciones A|-C4.8L3-D, A|-C4_8L3.FG’ Al-Cy4gl 3.,

Al-C4gL3 fueron

analizadas por RMN 1D y 2D, cuyos resultados son discutidos mas adelante.

Esquema 7. Separacion de la fraccion Ai-Cy.gl .

1-Al
16,85¢
VLC-sio, /1:200 |
Hexano; CH,Cl,; MeOH; H,0
1 1 | 1
Al-C
Al-A Al-B 420¢ Al-D Al-E
I
| VLC - si0, /1:100
tm-mm - - - -4 CH,Cl,:MeOH (95:5a 0:100)
Al-C, Al-C, Al-C, Al-C, Al-Cg Al-Cq
1,294 gr
cc-lH20 | ]
H,O:MeOH (95:5a 0:100)
| | |
Al-C,4, Al-C,, —-Al-C Al-C,» Al-C4 5 —-Al-C4,,
Saponinas Saponinasy Terpenos Mezcla Flavonoides
1
Al-C,;
136,5mg
C.C - Lobar
AcOEt:MeOH:H,0 (100:20:10) -
| 1 1 1 1 1 i 1
Al-C L,
Al-C, L, Al-C, gL, 100 Al-C, 5L, Al-Cy gl Al-C gL, Al-Cygl; Al-C4lg Al-C, L
mg
- Preparativa
CH,Cl,:MeQH:H,0 (80:20:2)
| | 1 |
Al-Cysl;p Al-Cyslsre Al-Cygls, Al-C gL,
10,40mg 2,40 mg 5,20 mg 1,00 mg

URMN‘

uRMN‘

[

RMN
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Figura 24. Placa de fracciones obtenidas de placa preparativa de la fraccion Ai-C,gl 3.
CH,Cl,-MeOH-H,0 (80:20:2) (50-70-100%)**; p-Anisaldehido
** Desarrollada tres veces, primero al 50 %, la segunda vez hasta su 70% y finalmente desarrollada al 100%
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Tabla 11. Fracciones obtenidas en la preparativa realizada a | fraccion Ai-Cg.gls.

Muestra Ai-Cygl3
Masa (mg) 100
Preparativa
Placa (Z%XZO)
Fase movil CH,CI,: MeOH : H,0
Fraccion Muestra Masa muestra (g) | Masa muestra (mg)

A Ai-Cy-glza 0,00520 5,20
B Ai-Cy-glsp 0,00290 2,90
C Ai-Cy-glsc 0,00280 2,80
D Ai-Cy-gLsp 0,01040 10,40
E Ai-Cyglse 0,01380 13,80
F Ai-Cy-glsr 0,00240 2,40
G Ai-Cy-glsc 0,00340 3,40
H Ai-Cy-gls.n 0,00860 8,60
I Ai-Cy-gl s, 0,00520 5,20
J Ai-Cy-gl s 0,00000 0,00
K Ai-Cy-glz k 0,00060 0,60
L Ai-Cy-gls 0,00100 1,00
M Ai-Cy-gLz v 0,00080 0,80
N Ai-Cy-glan 0,00080 0,80
0] Ai-C4-gl s 0 0,00080 0,80
P Ai-Cg-glsp xx *x
Q Ai-C4-8L3-Q *% *%
R Ai-Cy-gl s r *x *x
S Ai-Cy-gl s s *x *x

Total 0,0587 58,70
Rendimiento (%) 58.7 58,7

** No se poseen los pesos
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Luego, por comparacidbn en las placas cromatografica de las diferentes
columnas, segun el color y factores de retencion, se decidié unir las fracciones Ai-Cy4.,
Ai-C4.1; extraidas de la CC Sephadex LH20 (Esquema 5) y las fracciones Ai-C4.gL2 y Ai-
Cssl 4 extraidas de la CC Lobar (Esquema 6), esta union se nombré Ai-C,A (182,5 mg)
y fue purificada a través de una CC (silica gel) eluida la mezcla CH,Cl,-MeOH-H,O con
un gradiente de polaridad creciente (80:20:10 — 60:50:10), y se colectaron 474
fracciones de aproximadamente 1 mL cada una, las cuales fueron analizadas por
cromatografia de capa fina y unidas en 50 fracciones colectivas segun su perfil
fitoquimico. Debido a la poca masa y lo complejo de algunas fracciones, se eligieron
siete fracciones para los andlisis de RMN en una y dos dimensiones. Las fracciones
respectivas son: Ai-C4A7, Ai-C4Ag, Ai-C4A10, Ai-C4A 15, Ai-C4A22, Ai-C4A2s Y Ai-C4Az0.
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Esquema 8. Separacion cromatografica completa de 1-Ai
1-Al
16,859
VLC -sio, /1:100  __________]
Hexano; CH,Cl,; MeOH; H,O
I | 1
} } Al-C } }
Al-A Al-B 4204 Al-D Al- E
1
1
i VLC - si0, /1:100
""""" CH,Cl,:MeOH (95:5a 0:100)
Al-C, Al-C, Al-C, Al-C, Al-C; Al-C,
1,294 gr
¢cc¢-tp20 ]
H,0:MeCH (95:5 a 0:100)
| | |
Al-Cyy Al-C,, —Al-Cy Al-C, Al-Cy ;4 - Al-C4 5,
Saponinas Saponinasy Terpenos Mezcla Flavonoides
40,5mg P y P
1
Al'C4.3 AI'Ct‘.-1 1
136,5 mg 132,5mg
C.C - Lobar _
AcOEtMeOH:H,0 (100:20:10) | 7]
: AICI L AICIL AICIL I ! I : :
AlCyly |7 ::g 2 1;04:9 : ‘ o1 :’g “ | Al-Cygls ‘ Al-Cygls | | Al-Cygly | | Al-Cygls | | Al-Cygls
Preparativa = |
CHoCly:MeOH:H,0 (80:20:2) | — ]
Al-C,A
I I | | 182,5mg
Al-Cyglsp || Al-Cyplsrs AIC Ly, Al-Cygly, ce
10,40 mg 5,80 mg 5,20 mg 100mg | b _____ :
CH,Cl,:MeOH:H,0 (80:20:10a 60:50:10)
H RMN H RMN H RMN H RMN
| ] | | |
AICA; | AICA, [ACA, [ ACA,, | AFCA, | AIC,A, | AFCA
7.6mg 11,9 mg 8,7mg 1,2 mg 5,3 mg 5,1mg 2,8 mg
| |
MRMN‘ MRMN‘ WRMN‘ RMN‘ RMN‘ WRMN‘ RMN‘
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8. RESULTADO Y DISCUSIONES

Aplicando la metodologia experimental descrita anteriormente se logré Aislar
ocho saponinas y un terpeno. En este trabajo se discutira la identidad de cuatro de

estas saponinas.

El extracto metandlico de las ramas y hojas de Arrabidaea inaequalis posee una
cantidad relativamente alta de saponinas tal como lo demuestra la prueba de la espuma
(Figura 25) y las separaciones por cromatografia de capa fina realizadas. Las
saponinas poseen propiedades tensoactivas que les permite formar micelas en agua,
por ello al agitar una solucién acuosa de saponinas estas generan espuma[37]. Los
compuestos Aislados revelaron como manchas purpuras-azules al tratarlas con

vAinillina-acido sulfurico o en p-anisaldehido, sugiriendo su naturaleza terpenoidal.

La caracterizacion de los compuestos, se llevdo a cabo a través de técnicas
espectroscopicas como: RMN de 'H y **C, DEPT 135, HMBC y HMQC y ’por

comparacion con estructuras en la bibliografia.

Figura 25. Prueba de la espuma para identificar presencia de saponinas.
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8.1 Compuesto Ai-Csglsrg

El compuesto Ai-C4glsrc (5,8 mg) fue un sélido blanco que se obtuvo a través
de una placa preparativa eluida con una mezcla CH,Cl,-MeOH-H,O (80:20:10), fue
soluble en solventes polares como agua y metanol e insoluble en solventes no polares
como hexano. En la CCF, eluida con mismo sistema de desarrollo que la placa
preparativa, se observé como una banda de coloracién azul-violeta en el visible y un Rf
= 0,38, luego de ser revelada con p-Anisaldehido en &cido sulfarico (AS), y represento
el 0,028% con respecto al extracto metandlico inicial Aiy.

La estructura del compuesto fue elucidada mediante el analisis de datos
espectrales de RMN de una y dos dimensiones; especificamente *H, **C, DEPT-135,
HMQC y HMBC, en piridina-d5. Los datos espectroscopicos obtenidos son
caracteristicos de un triterpeno del tipo oleanano bidesmosidico con 2 unidades de

azucares (Tablas 12 y 13).

En el espectro RMN *H (Espectro 1) se observaron 6 singletes a campo alto que
integran para tres protones cada uno, en 0,86; 1,16; 1,20; 1,34 y 1,56 ppm, (la sefial en
0,86 pm corresponde a 2 singletes solapados) correspondientes a seis metilos sobre
seis carbonos cuaternarios, caracteristicos de compuestos triterpenoidales con nucleos
oleananos sustituidos. Asi mismo, se observan dos sefales de metinos oxigenados
centrados en 5,17 ppm (d; 7,8 Hz) y 6,32 ppm (d; 8,4 Hz) asignadas a protones sobre
carbonos anoméricos. Con el desplazamiento a campo bajo del segundo proton
anomérico, se deduce que dicha fraccion glicosidicas se encuentra unida a un grupo
desapantallante, indicando que la aglicona es bidesmosidica, es decir, la aglicona se
encuentra sustituida por solo una unidad de azucar en dos posiciones o disustituida. En

5,43 ppm se observd un singlete ancho (sa) asociado a un metino de una olefina alilica
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trisustituida. Adicionalmente, se observan dos sefales de metinos oxigenados

centrados en 4,32 ppm (d; 3 Hz) y 4,82 ppm (sa).

: 28 3
53 Q!
w W ) ‘*’\‘\
\/ N
H-29
H-30
H-27
H-24
bi-3 H-26
H-25
- BOBCE W W
;.g D
T T T T T — ARG LA MR WA L L
6.4 6.2 54 5.2 5.0 pp! 43 1.6 15 1.4 13 1.2 11 10 09 0.8 07

Espectro 1. RMN-'H para Ai-C4sLs.rc. (Piridina ds; 600 MHz)

En el andlisis del espectro de RMN-'3C tomado en piridina-ds (Espectro 2), se
observan 42 sefiales, correspondientes a 6 metilos, 12 metilenos (tres de ellos unidos a
oxigeno), 16 metinos (siete de ellos unidos a oxigeno) y 8 carbonos cuaternarios, segun
lo observado en el espectro de DEPT-135 (Espectro xx), destacando las sefiales en
176,5 ppm, correspondiente a un grupo éster (COOR), dos carbonos desapantallados,
en 144,2 ppmy 123,1 ppm, confirmando la presencia de un doble enlace en la molécula
y un metino unido a un heteroatomo en 83,0 ppm. Asimismo, fue posible observar
seflales en 105,9 y 95,8 ppm asociada a los carbonos anoméricos que junto a las

sefales observadas en 62,7 y 62,2 ppm, de fase invertida en DEPT-135, permiten
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inferir que el ndcleo oleanano posee dos unidades de glucosa. Finalmente, se observa
una sefal en 65,4 ppm correspondiente al atomo de carbono de un grupo
hidroximetilico, indicando que uno de los metilos del ndcleo oleanano se encuentra
oxidado, y un metino unido a oxigeno en 70,6 ppm sugiriendo la oxidacién de un

metileno de la estructura del oleanano.

17€.51
108, 7%
83.01

T T T U T T T
180 175 170 145 140 125 1o 105 100 a5 84 83 82

Espectro 2. RMN **C para el Compuesto Ai-C,.gLs.rc. (Piridina ds; 600 MHz)

El analisis anterior permite inferir la presencia de una saponina triterpenica del

tipo oleanano con dos unidades de glucosa.

El analisis del espectro de HMQC (Espectros 3-4) permite asignar
inequivocamente las sefales observadas en el espectro de protones con sus atomos de

carbonos (Tabla 12). De esta manera, la sefial en 0,86 ppm se asigno a los metilos C-
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29 y C-30 con desplazamientos en 23,1 y 33,1 ppm, respectivamente. Mientras que, los
singletes en 1,16; 1,20; 1,34 y 1,56 ppm, se asignaron a los carbonos C-26, C-27, C-24

y C-25, respectivamente.

20

22

C-30

26
28

30

32

34

1.6 1.5 1.4 1.3 1.2 1.1 1.0 0.9 0.3 0.7 ppm

Espectro 3. HMQC para Ai-C4.glLs.rc. (Piridina ds; 600 MHz)
Ampliacién 13-35 ppm -/- 0,6-1,7 ppm

En el espectro de HMQC (Espectro 4) se observa la correlacién de los protones
del metino H-1" en 5,17 (d, J=7,8 Hz) y H-1"" en 6,32 (d; J=8,4 Hz), con las sefales de
los carbonos en 105,8 ppm y 95,5 ppm, respectivamente, que junto a las sefiales de H-
6" en 4,28 ppm (62,7 ppm) y H-6"" en 4,47 ppm (62,2 ppm) confirman la presencia de
dos unidades de glucosa, los desplazamientos encontrados permiten inferir la presencia
del isdbmero B-D-glucosa. Asimismo, el singlete en 5,43 ppm, de la olefina alilica, se

correlaciona con el carbono 123,1 ppm y fue asignado al proton H-12 del esqueleto
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oleanano (Espectro 4). Por otro lado, el metino en 83,0 ppm esta unido a un protén en
4,32 (d; J=3 Hz) y fue asignado a C-3. Es importante sefalar que el carbono en 70,6
ppm asociado a un singlete ancho en 4,8 ppm fue asignado al C-2 al comprobar el

efecto apantallante sobre C-1 (44,2 ppm) (Tabla 12).

| ppm

‘i&@ E 70

C-2 _ 75

= 80

T

= 90

E 95

E100
c1 ;

O 105

110

115

C-12 F120
> -

F125

I I I I I ] I I I

6.4 6.2 6.0 5.8 5.6 5.4 5.2 5.0 4.8 ppm

Espectro 4. HMQC para Ai-C4.glLs.rc. (Piridina ds; 600 MHz)
Ampliacién 70-125 ppm -/- 4,9-6,4 ppm.

El espectro HMBC (Espectros 5 y 6) permitié corroborar la asignacion de los
protones y carbonos del nicleo oleanano y asignar, de manera inequivoca, la posicion
de las sefiales de las glucosas. Asi, el protén H-1" en 5,17 ppm se correlacion6 con C-3
en 83,0 ppm (Espectro 5) y el proton H-1"" en 6,32 ppm, desapantallado en relacion a
H-1", se correlacion6 con el carbono del carbonilo C-28 indicando que se trataba de una

saponina bidesmosidica (Espectro 6).
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. Uk
ppm

35
F40
C-14
a5

C-9
50

55
60
65
70

75

] 8o

cs § i

= -85

b 90
T T T T T T T T
55 54 5.3 5.2 5.1 5.0 4.9 4.8 ppm

Espectro 5. HMBC para Ai-C4.gls.rc. (Piridina ds; 600 MHz)
Ampliacién 35-90ppm -/- 3,9-5,5 ppm

H-1"

ppm
E 70

o E 80
£ 90
£ 100
=110
F120
F130
=140
£ 150
E160

¢ F170

180
]

T T T T T T T T T T T

6.8 67 66 65 64 6.3 6.2 6.1 60 59 58 ppm

Espectro 6. HMBC para Ai-Cy.gLs.rg. (Piridina-ds; 600 MHz)
Ampliacién 70-180 ppm -/- 5,8-6,8 ppm
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El estudio detallado del espectro bidimensional HMBC permiti6 observar la
relacion de H-12 con la sefial C-18 (41,8 ppm), confirmando la presencia del doble
enlace entre los carbonos C-12 y C-13. Por otro lado, fue posible confirmar la posicion
de C-3 por la correlaciones H-23-C-3 y H-24-C-3; la posicion de C-1 se asigné
mediante la interaccion entre los atomos H-25-C-1 y la posicion de C-2 oxidado a
través de las interacciones de H-1-C-2. Otras correlaciones observadas en HMBC son
indicadas a continuacion: H-23« C-3, C-4, C-5y C-24; H-24-C-3, C-4, C-5y C-23; H-
25-C-1, C-5, C-10 y C-9; H-26-~C-7, C-8, C-9 y C-14; H-27-C-8, C-13, C-14 y C-15;
H-29-C-19, C-20 y C-30 y H-30+-~C-19, C-20 y C-21. Por ultimo, la correlacion de los
protones asignados a H-18 permitié confirmar la posicion de los carbonos adyacentes a
este, entre ellos C-28, a través de las interacciones: H-18-C-12, C-13, C-16, C-19y C-

28 (Tabla 12). H-23
H-18
JL pPm

20

Cc-14 a3

—100

—120

—140

—160

- 180

3.8 3.7 3.6 3.5 3.4 3.3 3.2 3.1 ppm

Espectro 7. HMBC para Ai-Cy.gLs.rc. (Piridina-ds; 600 MHz)
Ampliacién 20-180 ppm -/- 3,8-3,8 ppm
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Tabla 12. Desplazamientos quimicos de RMN-*C & (ppm), RMN-'H & (ppm) y
correlaciones HMQC y HMBC para el compuesto Al-C4.gls.rc. (Piridina-ds; 600 MHz)

Nec | ®C& (ppm) 'H & (ppm) y J (Hz) HMBC DEPT
1 3¢ 5 (ppm) 'H & (ppm) y J (Hz2) HMBC DEPT
a1,20; m i
2 44,2 82,25 (d: J=12,8 H2) C-2, C-3,C-5, C-9, C-25 -CH,
3 70,6 4,81; m - >CH-OH
4 83,0 4,32 (d; J=3 Hz) C-4, C-23, C-24, C-1’ >CH-O-
5 42,8 - . c
_ C-4, C-6, C-24, C-10, C-5,
6 48,6 1,73; m o1 C.9 >CH-
a1,40; m
7 18,1 8 1/50: m C-4, C-5, C-7, C-8, C-10 -CH,-
a1,30; m
8 32,9 B 173 m C-6 -CH,-
9 40,1 - - C
10 47,7 1,72;m C1 C7, O £10, G2, >CH-
11 37,0 - - C
12 24,0 1,97; m C-8,C-12, C-13 -CH,-
13 123,1 543; s C-17,C-14,C-18 =CH-
14 144,2 - - =C<
15 42,3 - - C
a1,25 m C-13, C-14, C-16
16 28,3 B2,31;m C-12,C-13 -CH,-
a1,91;m
17 23,4 B 2.09: m C-28 -CH,-
18 47,0 - - C
o C-12, C-13, C-14, C-16, C-
19 41,8 3,19 (dd; J= 4,2 Hz) 17, C.10, C.28 >CH-
a1,22, m e on L
20 46,2 B1,71m C-13, C-18, C-20, C-29 CH,
21 30,8 - - C
22 34,0 a1,10m C-17, C-29, C-30 -CH,-
a1,70m
23 32,6 81,85, m C-18,C-20 -CH,-
24 65,4 3,68 (d; J= 10,2 Hz) C-3,C-4, C-5, C-24 -CH,-OH
25 17,3 1,56; s C-1,C-5,C-9, C10 -CH;
26 17,6 1,16; s C-7, C-8, C-9, C-14 -CH,
27 26,2 1.20; s C-8, C-13,C-14, C-15 -CH,
28 176,5 - - -COOR
29 33,1 0,86; s C-19, C-20, C-21 -CH;
30 23,7 0,86; s C-19, C-20, C-21 -CH;
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Tabla 13. Desplazamientos quimicos de RMN-**C & (ppm), RMN-*H & (ppm) y
correlaciones HMQC y HMBC de los azucares de Al-Cy.gL s rg. (Piridina-ds; 600 MHz).

NeC | °C & (ppm) 'H & (ppm) y J (Hz) HMBC DEPT

Glucosa l (C-3)

1 105,8 5,17 (d; J=7,8 Hz) c-3 >CH-
2 75,5 4,20; m c-3,C-5 >CH-
3 78,6 4,17 (t; I=9 Hz) c-1, C-5 >CH-
4 71,6 4,23 (t; =9 Hz) C-5,C-3 >CH-
5 78,3 3,91; m c-2 >CH-
6 62,7 jfg; m o -CH,-OH

Glucosa Il (C-28)

1 95,8 6,32 (d; J=8,4 Hz) C-28 >CH-
2 74,2 4,19; m C-17,C-37,C-57 >CH-
37 79,4 4,21; m C-57 >CH-
47 71,2 4,32 C-57,C-37 >CH-
57 78,9 4,30 (t; J=9 Hz) c-27,c-4” >CH-
6" 62,2 4,47 (d; J= 12,6 Hz) c-4” -CH,-OH

Los espectros bidimensionales mostraron que el nlcleo oleanano estaba oxidado
en C-2 y C-23, permitiendo elucidar una saponina bidesmosidica derivada de la
bayogenina. La Tabla 14 muestra la comparacioén de los desplazamientos en *H y **C
para Al-Cssls.rc Y SU comparacion con el glicésido de bayogenina, el éster 3-O-(B-D-
glucopiranosil-(1—2)-B-D-glucopiranosil-28-(a-L-ramnopiranosil-(1—2)-a-L-

arabinopiranosil) bayogenina[38].
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Tabla 14. Desplazamientos quimicos de RMN-"*C & (ppm), RMN-'H & (ppm) para el
compuesto Ai-Csslsrc Y el glucdsido de la bayogenina. (Piridina-ds)*®

Ai-Cjlarc Glicésido de la Bayogenina®®
N°C |®*C & (ppm) 'H& (ppm)yJ (Hz) DEPT |™C3& (ppm) 'H&(ppm)yJ(Hz) DEPT
a1,20; m
1 44 2 B 2,25 (d: J=12,8 Hz) -CH,- 44,0 -CH,-
2 70,6 4,81; sa -CH,- 70,3 4,80; sa -CH,-
3 83,0 4,32 (d; J=3Hz)  >CH-O- 83,1 4,16 (d; J=3Hz) >CH-O
4 42,8 - C 42,7 C
5 48,6 1,73; m >CH- 48,5 >CH-
a1,40; m
6 1811 B 1’50; m 'CHZ' 18,1 -CH2-
a1,30; m
7 32,9 B 1,73 m -CH,- 33,0 -CH,-
8 40,1 - C 40,0 C
9 47,7 1,72; m >CH- 48,2 >CH-
10 37,0 - C 36,9 C
11 24,0 1,97: m -CH,- 24,0 -CH,-
12 123,1 543;s =CH- 123,1 5,48; sa =CH-
13 144,2 - =C< 144,3 =C<
14 42,3 - C 42,3 C
a1,25;m
15 28,3 B2.31:m -CH,- 28,3 -CH,-
a1,91;m
16 23,4 B 2.09; m -CH,- 23,2 -CH5-
17 47,0 - C 47,4 C
18 41,8 3,19 (dd; J=4,2Hz)  >CH- 41,7 3,24 (dd; J=4, 14)  >CH-
a1,22; m
19 4612 B 1’717 m 'CHZ' 46,3 -CH2-
20 30,8 - C 30,9 C
21 34,0 a1,10;m -CH,- 34,2 -CH,-
a1,70; m
22 32,6 B 1.80: m -CH,- 32,7 -CH5-
. 3,64 (d; J= 11 Hz)
23 65,4 3,68 (d; J= 10,2 Hz) -CH,OH 65,8 4.32 (d: J= 11 Hz) CH,OH
24 15,1 1,34:s -CHa 14,8 1,34;s -CHa
25 17,3 1,56; s -CHs, 17,2 1,51; s -CHs
26 17,6 1,16; s -CHs, 17,5 1,09; s -CHs,
27 26,2 1.20: s -CH; 26,1 1.24:; s -CH;
28 176,5 - -COOR 176,2 - COOR
29 33,1 0,86: s -CHj 33,1 0,91:s -CHj
30 23,7 0,86; s -CH3 23,7 0,99; s -CHs3
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Finalmente, la estructura propuesta para el compuesto Ai-Cs.slsrc (Figura 26)
corresponde al ester del acido 3-O-B-D-glucopiranosil-28-O-8-D-glucopiranosil

bayogenina.

Es importante mencionar que no se han aislado saponinas del género
Arrabidaea. El ndcleo bayogenina es muy comun en las familias Caryocaraceae y
Asteraceae pero no han sido aisladas anteriormente en la familia Bignoniaceae. Por lo
anterior, esta saponina se reporta como un nuevo compuesto para la bibliografia de

productos naturales.

OH
OH

HO HO

OH
HO o P

HO S
OH h OH

(46)

Figura 26. Estructura propuesta del compuesto Ai-C4gls.rc
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8.2 Compuesto Ai-Csgl s,

El compuesto Al-C4-8L3-1 (5,20 mg) se aisl6 como un solido ceroso blanco
perlado, soluble en solventes polares e insoluble en solventes no polares, que al ser
observado en CCF desarrollada con la mezcla CH2CI2-MeOH-H20 (80:20:10) y
revelada con p-Anisaldehido, se observd como una coloracion azul-violeta en el visible
y un Rf de 0,57, representando el 0,025% con respecto al extracto metandlico inicial
Aiy.

El estudio de los espectros de RMN-1H, RMN- 13C, DEPT, en piridina-d5,
permiti6 observar que la mayoria de las sefiales e interacciones observadas son
caracteristicas de un triterpeno del tipo oleanano. La mayor parte de las sefales de la
genina de Ai-C4.gLs, (Figura 27; estructura 47) coinciden con el acido oleandlico como

se muestra en la Tabla 10, con una glucosa unida al carbono carboxilico.

En el espectro RMN *H (espectro 8) se observaron 7 singletes a 0,80, 0,86, 0,89,
1,07, 1,08, 1,22 y 1,27 ppm asociados a una estructura triterpénica. Asi mismo, se
observo una sefal con multiplicidad de doblete correspondiente a un protéon de metino
unido oxigeno a 6,32 ppm (d; 7,8 Hz), que por su desplazamiento permite inferir que
estd unido a un grupo desapantallante. El espectro de protones fue tomado con
supresion de solvente y no se observan las sefales de 4,9 a 6,1 ppm asociadas a los

azucares unidos al nucleo de la genina.
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Espectro 8. RMN *H para el Compuesto Ai-C4.Ls.. (Piridina-ds; 300 MHz)

El anélisis del espectro de RMN-'3C (Espectro 9) tomado en piridina-ds, permite
observar 48 sefales, correspondientes a 7 metilos, 13 metilenos (tres de ellos como
CH,OH), 20 metinos (con diez metinos unidos a oxigeno) y 8 carbonos cuaternarios
segun lo observado en el espectro de DEPT 135, destacando las sefiales
correspondientes a un carbonilo en 176,5 ppm correspondiente a un grupo ester

(COOR) y dos carbonos desapantallados en 150,1 ppmy 122,8 ppm.
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Espectro 9. RMN*C y DEPT para el Compuesto Ai-C.gLs. (Piridina-ds; 300 MHz)

Por carecer hasta este momento de datos espectroscopicos bidimensionales, se
realizé la asignacion de carbonos por comparacion con los datos reportados para el
acido oleandlico (Tabla 15). La comparacién de los datos permite inferir la presencia de
una saponina triterpénica de nudcleo oleanano con tres unidades de glucosa. Asi, se
observan 8 sefiales en 39,6, 39,9, 37,0, 150,0, 42,1, 47,0, 30,7 y 1765
correspondientes a carbonos cuaternarios segln los espectros de DEPT y C
asignados a C-4, C-8, C-10, C-13, C-14, C-17, C-20 y C-28, respectivamente.
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Tabla 15. Desplazamientos de **C-RMN de los compuesto Ai-C4sls Y el 4cido
oleandlico (piridina-ds)[39].

Ai-Cylai | Ac. Olean6lico*[39]
N° C 3C & (ppm) DEPT 3¢ 5 (ppm) DEPT
1 39,6 -CH,- 39,0 -CH,-
2 28,2 -CH,- 28,1 -CH,-
3 78,2 >CH-OH 78,2 >CH-OH
4 39,6 C 39,4 C
5 56,0 >CH- 55,9 >CH-
6 18,5 -CH,- 18,8 -CH,-
7 32,5 -CH,- 33,4 -CH,-
8 39,9 C 39,8 C
9 47,0 >CH- 48,2 >CH-
10 37,0 C 37,4 C
11 23,5 -CH,- 23,8 -CH,-
12 122,8 =CH- 122,6 =CH-
13 150,1 =C< 144.8 =C<
14 42,1 C 42,2 C
15 *¥ -CH,- 28,4 -CH,-
16 23,5 -CH,- 23,8 -CH,-
17 47,0 C 46,7 C
18 41,8 >CH- 42,1 >CH-
19 4,3 -CH,- 46,6 -CH,-
20 30,7 C 31,0 C
21 * -CH,- 34,3 -CH,-
22 32,5 -CH,- 33,2 -CH,-
23 o -CHs, 28,8 -CH,
24 15,4 -CHs, 16,5 -CH,
25 16,7 -CHs, 15,6 -CHj
26 17,4 -CHs, 17,5 -CH,
27 26,0 -CHs, 26,2 -CHs
28 176,5 -COOR 180,0 -COOH
29 33,1 -CHs, 33,4 -CH,
30 23,6 -CHs, 23,8 -CH,

*Datos tomados por Werner Seebacher y col. (2003).
** No determinado
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Por los desplazamientos de los carbonos en 105,4, 102,0 y 95,7 ppm se infiere
que hay tres unidades de azucares en la genina. El desplazamiento del carbono
carboxilico en 176,5 ppm es asignado a C-28. Por otro lado, la sefial en 6,32 ppm (d;
7,8 Hz) esta correlacionada con el carbono en 95,70 ppm y es asignada a una unidad
de glucosa unida al carbono carbonilico en C-28 por comparacion con lo reportado para
Ai-C,4Lsrc. DE €sta manera, se propone una estructura de una saponina tipo oleanano

con una funcion tipo ester en C-28 (Figura 27; Estructura 47)

OR

RO

HO

<
<
N
S

(47)

Figura 27. Estructura parcial para el compuesto Ai-Cy.gls.
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8.1 Compuesto Ai-C4A7

El compuesto Ai-C4A; se Aislé como 7,6 mg de un sélido de apariencia de cera
de color crema, soluble en solventes polares e insoluble en compuestos no polares, que
en CCF desarrollada con la mezcla CH,Cl,:MeOH:H,O (80:20:10) y revelada con p-
Anisaldehido, muestra una coloracion azul intensa en el visible y un Rf de 0,56,
representando el 0,037% con respecto al extracto metandlico inicial Aiy

Mediante el estudio de los espectros de RMN-'H, RMN- **C, DEPT, en piridina-
ds, se pudo observar que la mayoria de las sefiales e interacciones observadas son
caracteristicas de un triterpeno del tipo oleanano. La mayor parte de las sefiales de la
genina de Ai-C4gA; (figura 28; estructura 48), coinciden con las observadas para la

hederagenina como se muestra en la tabla 16.

En el espectro RMN 'H (espectro 10) se observaron 6 singletes a 0,89, 0,90,
0,96, 0,97, 1,00 y 1,22 ppm correspondientes a metilos sobre carbonos cuaternarios.
Asi mismo, se observd una sefial con multiplicidad de doblete correspondiente a un
protén de metino unido oxigeno a 5,13 ppm (d; 7,8 Hz) que por su desplazamiento esta
unido a un grupo desapantallante. En 5,46 ppm se observo un singlete ancho asociado

a un metino de un doble enlace.
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Espectro 10. RMN *H para el Compuesto Ai-C4A;. (Piridina ds; 300 MHz)

I S S

14 13 12 11 10 09 08 07 0%

En el espectro de RMN *C (Espectro 11) tomado en piridina-ds se observan 36
sefales, correspondientes a 6 metilos, 12 metilenos (2 como metilenos unidos a
oxigeno, uno de ellos asociados a C-6 de unidades de glucosa), 10 metinos (5 metinos
unidos a oxigeno) y 8 carbonos cuaternarios segun lo observado en el espectro de
DEPT 135, destacando las sefiales correspondientes a un carbonilo en 180,2 ppm
correspondiente a un grupo carboxilico (COOH) y dos carbonos desapantallados, en
144,8 ppmy 122,5 ppm.
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Espectro 11. RMN *3C y DEPT para el Compuesto Ai-C4A;. (Piridina ds; 300 MHz)

Por carecer hasta este momento de datos espectroscépicos bidimensionales, se
realiz6 la asignacion de carbonos por comparacion con datos reportados para la
hederagenina por Joshi y et al. (1999)[40](Tabla 16). La comparacién de los datos
permite inferir la presencia de una saponina triterpénica de nucleo oleanano con una
unidad de glucosa. Asi, se observan 8 sefales en 43,4, 39,7, 36,9, 144,8, 42,1, 46,6,
30,9 y 180,2 correspondientes a carbonos cuaternarios segun los espectros de DEPT y
13C asignados a C-4, C-8, C-10, C-13, C-14, C-17, C-20 y C-28, respectivamente. Por
otro lado, un metino en 105,7 ppm y 5,13 ppm (d; 7,8 Hz) correspondiente a un carbono
anomeérico, permite inferir la unién de una glucosa a la genina. El desplazamiento del
carbono en 82,2 ppm asignado a C-3 indica su union a la glucosa, por lo cual se
propone una estructura tipo hederagenina monodesmosidica con una unidad de

glucosa en C-3.
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Tabla 16. Comparacién de data **C-RMN del compuesto Ai-CsgA7Y la
hederagenina[40].

(piridina-ds)
Ai-CygA; ‘ Hederagenina*[40]
'\(‘; B¢ & (ppm) DEPT B¢ & (ppm) DEPT
1 38,7 -CH,- 38,9 -CH,-
2 28,2 -CH,- 27,6 -CH,-
3 82,2 >CH-O- 73,5 >CH-O-
4 43,4 >C< 43,0 >C<
5 48,2 >CH- 48,7 >CH-
6 18,1 -CH,- 18,7 -CH,-
7 33,1 -CH,- 331 -CH,-
8 39,7 >C< 39,9 >C<
9 47,6 >CH- 48,3 >CH-
10 36,9 >C< 37,4 >C<
11 23,8 -CH,- 24,0 -CH,-
12 1225 =CH- 122,7 =CH-
13 144.,8 =C< 145,0 =C<
14 42,1 >C< 42,3 >C<
15 29,9 -CH,- 28,5 -CH,-
16 23,6 -CH,- 23,8 -CH,-
17 46,6 >C< 46,9 >C<
18 41,9 >CH- 42,1 >CH-
19 46,4 -CH,- 46,6 _CH,-
20 30,9 >C< 31,1 >C<
21 34,1 -CH,- 34,3 -CH,-
22 32,8 -CH,- 33,4 -CH,-
23 64,7 -CH,-OH 67,8 -CH,-OH
24 13,6 -CHs3 13,3 -CHs;
25 16,0 -CHs3 16,1 -CHs;
26 17,4 -CH;, 17,7 -CHj
27 26,2 -CHs3 26,3 -CHs;
28 180,2 -COOH 180,6 -COOH
29 33,2 -CHs3 33,4 -CHs;
30 23,7 -CHs 23,9 -CHs
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En la tabla 17 se compara los desplazamientos de la glucosa del compuesto Ai-
C48A7, coincidente con los desplazamientos reportados para la glucosa ubicada en el

C-3 del compuesto Ai-Csslsrc.

Tabla 17. Desplazamientos quimicos de RMN-'3C & (ppm) de la glucosa unida a
Ai-C4.gA10. (Piridina-ds; 600 MHz).

Glucosa l (C-3)
N° C 3C & (ppm) 3¢ 5 (ppm)
Ai-Cyglarc Ai-C4.5A7
1 105,8 105,7
2 75,5 75,7
3 78,6 78,6
4 71,6 71,6
5 78,3 78,2
6 62,7 62,7

Finalmente, se propone la estructura del compuesto Ai-CsgA7; (Figura 28;
Estructura 48) que corresponde al 3-O-B-D-glucopiranosil-hederagenina. Vale la pena
destacar que se debe esperar el analisis espectroscopico de dos dimensiones para

confirmar la estructura.

Es importante hacer notar que saponinas con un nucleo tipo hederagenina no

han sido Aislado anteriormente de la familia Bignoniaceae.
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Por otro lado, las saponinas tipo hederagenina son comunes en la familia
Araliaceae y en géneros como Clematis, Holboellia, Hedera, Momordica. El primer
Aislamiento en forma impura fue en 1899 como Hederagenina.*! y en 2006 Giilgin y
col. evaluaron la actividad antioxidante del glucosido 3-O-(B-D-glucopiranosil)-
hederagenina, el cual fue Aislado de las bayas de Hedera colchica, una especie de

hiedra endémica en Georgia 2.

OH

HO O
HO

OH
(48)

Figura 28. Estructura propuesta del compuesto Ai-C4gA7.
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8.2 Compuesto Ai-C4Ag

El compuesto Ai-C4Ag se obtuvo como 11,9 mg de un solido ceroso color crema,
soluble en solventes polares (agua, metanol, piridina) e insoluble en compuestos no
polares. Al ser desarrollado en CCF con un sistema de elucion CH2Cl,:MeOH:H,O
(80:20:2) y revelada con p-Anisaldehido, se observan dos bandas una de coloracion
azul-violeta con un Rf = 0,66 y otra de coloracién azul y Rf = 0,74, con esto se infirié
inicialmente que era una mezcla de saponinas triterpenoidales, representando el

0,058% con respecto al extracto metandlico inicial Aiy,

Sin embargo, al analizar los espectros de RMN se observaron sefales
correspondientes a un compuesto mayoritario. La estructura del compuesto fue
elucidada mediante el andlisis de datos espectroscopicos de RMN de una y dos
dimensiones, 'H, '3C, DEPT-135, HMQC y HMBC, en piridina-ds. Los datos
espectroscopicos obtenidos son caracteristicos de un triterpeno del tipo oleanano
monodesmosidico con 2 unidades de azucares (Tablas 18 y 19).

En el espectro RMN *H (espectro 12), se visualizaron 6 singletes que integran
para tres protones cada uno, a 0,93, 1,00, 1,06, 1,25, 1,54 y 1,34 ppm asociados a
metilos sobre una estructura triterpenica. Igualmente, se observan dos sefiales con
multiplicidad de doblete correspondiente a dos protones de metinos unidos a oxigeno a
5,18 ppm (d; 7,8 Hz) y 5,13 ppm (d; 7,8 Hz) asociados a carbonos anoméricos. Asi
mismo, en 5,48 ppm se observo un singlete ancho asociado a un metino de un doble
enlace que por su multiplicidad se infiere su unidbn a un carbono cuaternario y un
multiplete en 4,34 ppm asociado a un metino unido a oxigeno caracteristico de la
oxidacion del C-3 del nucleo oleanano y a 4,82 ppm se observa un singlete ancho

asignado también a un metino unido a oxigeno.
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Espectro 12. RMN *H para el Compuesto A|-C4A9. (Plrldlna d5, 600 MHz)

En el espectro de RMN *C (Espectro 13) tomado en piridina-ds, se observan 42
sefales, correspondientes a 6 metilos, 12 metilenos (3 como -CH,OH, dos de ellos
asociados a C-6 de unidades de glucosa), 16 metinos (ocho de ellos unido a oxigeno) y
8 carbonos cuaternarios segun lo observado en el espectro de DEPT 135, destacando
las sefiales correspondientes a un carbonilo en 180,2 ppm asociado a un &cido
carboxilico (COOH), dos carbonos desapantallados, en 144,8 ppm y 122,6 ppm,
confirmando la presencia de un doble enlace en la molécula y un metino unido a un
heterodtomo en 82,9 ppm. Asi mismo, fue posible observar sefales en 105, 9 y 105,8
ppm asociada a los carbonos anomeéricos que junto a las sefales observadas en 64,7 y
62,2 ppm, permiten inferir que el nucleo oleanano posee dos unidades de glucosa una
de ellas unida al C-3. Finalmente, se observa una sefial en 65,4 ppm correspondiente a

un metileno unido a un oxigeno, indicando que uno de los metilos del nucleo oleanano
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se encuentra oxidado y un metino unido a oxigeno en 70,6 ppm, sugiriendo la oxidacion

de un metileno de la estructura del oleanano.
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Espectro 13. RMN *3C para el Compuesto Ai-C4Aq (Piridina ds; 600 MHz)

El andlisis de los espectros de 'H y *C, permite inferir la presencia de una

saponina triterpenica de nucleo oleanano con dos unidades de glucosa.

De esta manera, ademas de las sefales indicadas anteriormente, se observan 8
sefales en 43,5, 39,8, 37,0, 144,8, 42,2, 46,6, 31,0 y 180,2, correspondientes a
carbonos cuaternarios segun los espectros de DEPT y *3C y que son atribuidos a los C-
4, C-8, C-10, C-13, C-14, C-17, C-20 y C-28 del nucleo oleanano.
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Los espectros bidimensionales (Espectros 14-16), permitieron la correlacién de
cada carbono con sus protones (HMQC) y la union de estos a grupos vecinos (HMBC).
De esta manera, los singletes en 0,93, 1,00, 1,06, 1,25, 1,34 y 1,54 ppm se asignan a
los carbonos C-29, C-30, C-26, C-27, C-24 y C-25 con desplazamientos en 33,3, 23,8,
17,5, 26,3, 15,1 y 17,2 ppm, respectivamente (Espectro 14).

ppm
1. —14
. -16
= _—13
] _—20
; I
C-30 22
7
3 = ©0 =
- _—28
JE 30
I _—32
_—34
_—33
ppm

Espectro 14. HMQC para el Compuesto Ai-C4Ag. (Piridina ds; 600 MHz)
Ampliacién 14-35 ppm -/- 1,6-0,8 ppm

Adicionalmente, en el espectro de HMQC se observa la correlacion de los
protones H-1" en 5,18 ppm (d; 7,8 Hz) y H-1"" en 5,13 ppm (d; 7,8 Hz), con las sefiales
en 105,9 ppm y 105,8 ppm, respectivamente, estas sefiales junto a las sefales de H-6"

en 4,39 ppm (64,7 ppm) y H-6"" en 4,47 ppm (62,2 ppm), confirman la presencia de dos
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unidades de glucosa (Espectro 15). La sefial en 5,48 ppm (123,8 ppm) como un singlete
ancho se asigno al protén H-12, comdn en esqueletos tipo oleanano (Espectro 15). Por
otro lado, el metino unido a un heterodtomo en 82,9 ppm con una multiplicidad de d y
una constante de 3 Hz en 4,34 ppm se asigna a C-3. El espectro HMBC permitio
asignar la posicion de las azucares a través de la correlacion del protén del carbono
anomerico H-1"con C-3 y el proton H-1"" con el carbono C-2" de la primera glucosa
(espectro 15). Es importante sefialar que el carbono en 70,6 asociado a un singlete
ancho en 4,82 ppm fue asignado al C-2, al comprobar el efecto apantallante sobre C-1
en 44,2 ppmy 1,21 (m), 2,25 ppm (d; J=12 Hz).

ppm

~100

~105

110

~115

c-12 120

~125

~130

57 5.6 55 5.4 53 52 51 5.0 4.9 4.8 ppm
Espectro 15. HMQC para el Compuesto Ai-C4Ag. (Piridina ds; 600 MHZz)
Ampliacion 100-130ppm -/-8,8-5,7 ppm
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El espectro HMBC permitié corroborar la asignacion de los protones y carbonos
del nucleo oleanano y asignar, de manera inequivoca, la posicion de las sefiales de las
glucosas. Asi, el proton H-1" en 5,18 ppm se correlacioné con C-3 en 83,0 ppm
(espectro 16) y el proton H-1"" en 5,13 ppm, se correlacion6 con C-2° de la primera

glucosa, indicando que se trataba de una saponina monodesmosidica con dos unidades

H-1
H-1" \

de glucosa (espectro 16).

ppm
- 20

- 30

- 40

- 50
=50

=70

-850

IIIIII__90

55 5.4 5.3 5.2 5.1 5.0 49 ppm
Espectro 16. HMBC para el Compuesto Ai-C4Ay. (Piridina ds; 600 MHZz)
Ampliacion 20-90ppm -/- 4,9-5,6 ppm
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El estudio detallado de los espectros bidimensionales HMBC permitié observar la
interaccion de H-12 con la sefal de C-18 (39,8 ppm) la cual confirma la presencia del
doble enlace entre los carbonos C-12 y C-13. Asi mismo, la posicion de C-3 se confirmé
por las interacciones H-23-C-3 y H-24-C-3. Otras sefales observadas en HMBC
permitieron asignar la posicion de carbonos cercanos a los grupos metilos: H-23« C-3,
C-4, C-5y C-24; H-24-C-3, C-4, C-5y C-23; H-25-C-1, C-5, C-10 y C-9; H-26-C-7,
C-8, C-9 y C-14; H-27-C-8, C-13, C-14 y C-15; H-29-C-19, C-20 y C-30 y H-30-C-
19, C-20y C-21. Por ultimo, la correlacion de H-18 permitié confirmar la posicién de los
C-28, a través de los cruces: H-18-C-12, C-13, C-14, C-16, C-19y C-28.
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Tabla 18. Desplazamientos quimicos de RMN-**C & (ppm), RMN-*H & (ppm) y

correlaciones HMQC y HMBC de Ai-Cy4.gAg. (Piridina-ds; 600 MHz).

N°e C 5 °C(ppm) 5 'H (ppm) HMBC DEPT
1 44,1 225 (1d23:r1nz H2) C-2, C-3, C-5, C-9, C-10, C-25 CH,-
2 70,6 4,82 (d; J=3 H2) . -CH,-
3 82,9 4,34; m C-1,C-5,C-23,C-24,C1,C-3  >CH-O-
4 43,5 - - c
5 48,6 1,75:m C-3, C-23, C-24, C-25 >CH-
6 18,0 18‘71 m C-4, C-5, C-7, C-8, C-10 -CH,-
7 33,2 1,31;m C-5,C-9, C-14 -CH,-
8 39,8 - - >C<
9 47,8 1,78; m C-1, C-7, C-10, C11, C-25, C-26 >CH-
10 37,0 - - c<
11 24,0 igg o C-8, C-9, C-10, C-12, C-13 -CH,-
12 122,6 5,48; s C-11, C-14, C-9, C-18 =CH-
13 144,8 - - =C<
14 42,2 - - C
15 28,3 ;ig m C-13, C-14, C-16, C-17, C-27 -CH,-
16 23,6 i‘gg m C-12, C-14, C-16, C-17, C-19,C-28  -CH,-
17 46,6 - - C
18 42,0 3,28 (dd; J = 13,2) C-12 C-14, C-16, C-17, C-19.C-28  >CH-
19 46,4 1,30; m c-18 -CH,-
20 31,0 - - C
21 34,2 igg m C-14, C-20, C-16, C-17, C,22 -CH,-
22 33,0 1,33; m C-17, C-18 -CH,-
23 65,4 3,68 (d: J = 10,2 Hz) C-1,C3,C5,C24 -CH,-OH
24 15,1 1,34: s C3,C-5, C-6, C-23 -CHs
25 17,2 1,54; s C-1,C-5, C-9 C-10 -CHs
26 17,4 1,06; s C-7,C-8,C-9, C-4 -CHs
27 26,3 1,25: s C-8, C-14, C-15, C-18 -CHs
28 180,2 - - -COOH
29 33,3 0,93; s C-19, C-20, C-21, C-30 -CHs

30 23,8 1,00; s C-19, C-20, C-21, C-29 -CHs
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Tabla 19. Desplazamientos quimicos de RMN-**C & (ppm), RMN-'H & (ppm) y
correlaciones HMQC y HMBC de los azucares de Ai-C4.gAg, (Piridina-ds; 600 MHz).

NeC | & C(ppm) 5 'H (ppm) HMQC DEPT

Glucosal (C-3)

1 105,9 518 (d; J=7,8 Hz) C-3 >CH-
2 82,2 4,32, m C-3,C-5, C-17 >CH-
3 78,7 4,17 (t; J=9 H2) Cc-2',C-4, C-6 >CH-
4 75,9 4,03; m >CH-
5 78,8 3,91 (d; J=4,2 Hz) — >CH-
6 64,7 4,39 (d; J=10,8 Hz) Cc-2’, -CH,-

Glucosa ll (17" —2")

1 105,8 5,13 (d; J = 7,8 Hz) c-2 >CH-
2 75,5 4,03 (t; J = 8,4 Hz) c-17, C-37,C-5" >CH-
3" 78,6 4,15 (t; J = 9 Hz) c47,C2 >CH-
Vi 71,6 4,22 (t; J = 9 Hz) C-37,C-57,C-6" >CH-
5 78,3 3,91 (d; J=4,2 Hz) - >CH-
6" 62,7 4,47 (d; J = 9,6 Hz) c-4” -CH,-

Los espectros bidimensionales mostraron que el ntcleo oleanano estaba oxidado
en C-2 y C-23, permitiendo sugerir una saponina monodesmosidica derivada de
bayogenina. La tabla 20 muestra la comparacién de los desplazamientos en *C para
Ai-Cygls.rg, Ai-Cs.8A9 Y SU comparacion con el glucésido de bayogenina, el ester 3-O-(3-
D-glucopiranosil-(7— 2)-B-D-glucopiranosil-28-(a-L-ramnopiranosil-(1—2)-a-L-

arabinopiranosil) bayogeninal®.
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Tabla 20. Desplazamientos quimicos de RMN-3C & (ppm) de Ai-C4.slsrc Ai-CasAoy la
saponina Aislada por Maeda (2005)%®. (Piridina-ds; 600 MHz).

Glucosido de

Ai-Cyglsra Ai-CygAg Bayogenina*[sg]
N°C| ®C & (ppm) DEPT | “C&(ppm) DEPT |'C&(ppm) DEPT
1 44,2 -CH,- 44,1 -CH,- 44,0 -CH,-
2 70,6 -CH,- 70,6 -CH,- 70,3 -CH,-
3 83,0 >CH-O- 82,9 >CH-OH 83,1 >CH-OH
4 42,8 C 435 C 42,7 C
5 48,6 >CH- 48,6 >CH- 485 >CH-
6 18,1 -CH,- 18,0 -CH,- 18,1 -CH,-
7 32,9 -CH,- 33,2 -CH,- 33,0 -CH,-
8 40,1 C 39,8 C 40,0 C
9 47,7 >CH- 47,8 >CH- 48,2 >CH-
10 37,0 C 37,0 C 36,9 C
11 24,0 -CH,- 24,0 -CH,- 24,0 -CH,-
12 123,1 =CH- 122,6 =CH- 123,1 =CH-
13 144,2 =C< 144,8 =C< 144,3 =C<
14 42,3 C 42,2 C 42,3 C
15 28,3 -CH,- 28,3 -CH,- 28,3 -CH,-
16 23,4 -CH,- 23,6 -CH,- 23,2 -CH,-
17 47,0 C 46,6 C 47,4 C
18 41,8 >CH- 42,0 >CH- 41,7 >CH-
19 46,2 -CH,- 46,4 -CH,- 46,3 -CH,-
20 30,8 C 31,0 C 30,9 C
21 34,0 -CH,- 34,2 -CH,- 34,2 -CH,-
22 32,6 -CH,- 33,0 -CH,- 32,7 -CH,-
23 65,4 -CH,OH 65,4 -CHs 65,8 -CHs
24 15,1 -CHs 15,1 -CHs 14,8 -CHs
25 17,3 -CHs 17,2 -CHs 17,2 -CHs
26 17,6 -CHs 17,4 -CHs 17,5 -CHs
27 26,2 -CHs 26,3 -CHs 26,1 -CHs
28 176,5 -COOR 180,2 -COOR 176,2 -COOH
29 33,1 -CHs 33,3 -CHs 33,1 -CHs
30 23,7 -CHs 23,8 -CHs 23,7 -CHs
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En la Tabla 2 se compara el desplazamiento de las glucosas presente en el
compuesto Ai-C4gAg unidas 1”°—2" con las glucosas del compuesto 3-O 3-soforosil
hederagenina Aislada por Shawskov (2000)*¥!, ya que ambas son saponinas
monodesmosidicas que tienen dos azucares con union 1°"—2" ubicados en el C-3 del

nucleo y se diferencian solo en la oxidacion del C-2 de la genina.

Tabla 21. Desplazamientos quimicos de RMN-3C & (ppm) de las azlcar de Ai-CsgAgy
la saponina Aislada por Shawskov(2000)[43]. (Piridina-ds; 600 MHz).

Glucosa | Glucosa ll (1—2)
N°C °C 8 (ppm) C & (ppm) C & (ppm) *C & (ppm)
. 3-0-(3-soforosil)- . 3-O-(3-soforosil)-
Al-Cagho hederagenina[43] Al-Casho hederagenina[43]
1 105,8 103,8 105,9 105,9
2 82,2 84,1 75,5 76,6
3 78,7 78,0 78,6 78,5
4 75,9 71,4 71,6 71,4
5 78,8 78,1 78,3 78,3
6 64,7 62,8 62,7 62,6

Finalmente, se concluy6é que la estructura del compuesto Ai-C4.gAg (Figura 29;
Estructura 49) corresponde a 3-O-[O-B-D-glucopiranosil-(1— 2)-8-D-glucopiranosil-

bayogenina o 3-O-(3-soforosil)-Bayogenina.
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El nucleo bayogenina es muy comun en las familias Caryocaraceae y
Asteraceae, sin embargo, la saponina 3-O-(3-soforosil)-Bayogenina no se encuentra
reportad. Por lo anterior, esta saponina se reporta como un nuevo compuesto para la

bibliografia de productos naturales.

HO

HO
OH O

HO

HO
OH

(49)

Figura 29.Estructura propuesta del compuesto Ai-C4Aq.
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8.3 Compuesto Ai-C4A10

El compuesto Ai-C4A;p se Aisl6 como 8,7 mg de un solido como cera color
blanco, soluble en solventes polares e insoluble en compuestos no polares, que al ser
observado por CCF desarrollada con la mezcla CH,Cl;:MeOH:H,O (80:20:10) vy
revelada con p-Anisaldehido se observa una coloracién azul intensa en el visible y un Rf

de 0,65, representando el 0,042 % con respecto al material seco.

Mediante el estudio de los espectros de RMN-'H, RMN-'3C, DEPT, en piridina-ds,
se pudo observar que la mayoria de las sefales e interacciones observadas son
caracteristicos de un triterpeno del tipo oleanano. La mayor parte de las sefales de la
genina de Ai-C4gA;0 (figura 30; estructura 50), coinciden con las observadas para el

compuesto Ai-C4glsrcy para Ai-C4.gAg COMO se muestra en la tabla 12.

En el espectro RMN *H (espectro 17) se observaron 6 singletes en campo alto,
cada uno a 0,86, 0,98, 1,06, 1,25, 1,34, y 1,54 ppm asociados a metilos sobre carbonos
cuaternarios del nucleo oleanano. Ademas, se observa una sefial con multiplicidad de
doblete correspondiente a un proton de metino -CHOH a 5,18 ppm (d; 7,8 Hz). En 5,48
ppm se observé un singlete ancho asociado a un metino de un doble enlace que por su
multiplicidad se infiere su unién a un carbono cuaternario y en 4,82 ppm se observa un

singlete ancho asignado también a un metino unido a oxigeno.
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Espectro 17. RMN *H para el Compuesto Ai-C4A;0. (Piridina ds; 600 MHz)

En el anlisis de RMN **C (Espectro 18) tomado en piridina-ds, se observan 36
sefales correspondientes a 6 metilos, 12 metilenos (2 como metilenos unidos a
oxigeno, uno de ellos asociados a C-6" de una unidad de glucosa), 10 metinos (5
metinos unidos a oxigeno) y 8 carbonos cuaternarios segun lo observado en el espectro
de DEPT 135, destacando las sefiales correspondientes a un carbonilo en 180,2 ppm
correspondiente a un grupo carboxilico (COOH) y dos carbonos desapantallados, en
144,8 ppm y 122,7 ppm, confirmando la presencia de un doble enlace en la molécula y
por ultimo, un metino unido a un heteroatomo en 83,0 ppm asociado al C-3 del nucleo
oleanano. Asi mismo, fue posible observar sefiales en 105,6 asociada a un carbono
anomeérico que junto a la sefial 62,6 permiten inferir que el ndcleo oleanano posee una
unidad de glucosa. Finalmente, se observa una sefial en 65,4 correspondiente a un
metileno unido a un oxigeno, indicando que uno de los metilos del nucleo oleanano se
encuentra oxidado y un metino unido a oxigeno en 70,5 sugiriendo la oxidacion de un

metileno de la estructura del oleanano..
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Espectro 18. RMN *3C para el Compuesto Ai-C4A1,. (Piridina ds; 300 MHz)

i WL'J&W

Por falta de datos espectroscépicos como RMN de dos dimensiones se realizé la
asignacion de carbonos por comparacién con el ndcleo oleanano y los compuestos Ai-
Caslzrc ¥ Ai-C4gA9 permitelo que permite inferir la presencia de una saponina
triterpenica de ndcleo oleanano con una unidad de sacarido unida a la genina (Tabla
22y 23).

Por el desplazamiento de carbono en 105,6 ppm y 5,18 ppm (d; 7,8 Hz) se
infiere que hay un azucar en la genina. El desplazamiento del carbono en 83,0 ppm (C-
3) permite sugerir que la union de la azucar en la genina es en C-3. Asi, se propone una
estructura de una saponina tipo oleanano monodesmosidica con una unidad de glucosa
unida al C-3.
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Tabla 22. Desplazamientos quimicos de RMN-3C & (ppm) de Ai-C4.sAs.rc Ai-CagAgy
Ai-C4.8A10. (Piridina-ds; 600 MHz).

AI=C e Ai-C45Aq Ai-C,8A10

N°C ™C&((ppm) DEPT 3C & (ppm) DEPT | ®c & (ppm) DEPT
1 44,2 -CH,- 44,1 -CH,- 44,0 -CH,-
2 70,6 -CH,- 70,6 -CH,- 70,4 -CH,-
3 83,0 >CH-O- 82,9 >CH-O- 83,0 >CH-O-
4 42,8 C 435 C 42,7 C
5 48,6 >CH- 48,6 >CH- 48,5 >CH-
6 18,1 -CH,- 18,0 -CH,- 18,0 -CH,-
7 32,9 -CH,- 33,2 -CH,- 32,9 -CH,-
8 40,1 C 39,8 C 39,9 C
9 47,7 >CH- 47,8 >CH- 47,7 >CH-
10 37,0 C 37,0 C 36,9 C
11 24,0 -CH,- 24,0 -CH,- 24,0 -CH,-
12 123,1 =CH- 122,6 =CH- 122,6 =CH-
13 144,2 =C< 144.8 =C< 144,8 =C<
14 42,3 C 42,9 C 42,3 C
15 28,2 -CH,- 28,3 -CH,- 28,2 -CH,-
16 23,4 -CH,- 23,6 -CH,- 23,6 -CH,-
17 47,0 C 46,6 C 46,6 C
18 41,8 >CH- 42,0 >CH- 42,0 >CH-
19 46,2 -CH,- 46,4 -CH,- 46,4 -CH,-
20 30,8 C 31,0 C 30,9 C
21 34,0 -CH,- 34,2 -CH,- 34,2 -CH,-
22 32,6 -CH,- 33,0 -CH,- 33,1 -CH,-
23 65,4 -CH,OH 65,4 -CH,-OH 65,4 -CH,-OH
24 15,1 -CHs 15,1 -CHj 15,0 -CHj
25 17,3 -CHs 17,2 -CHs 17,2 -CHs
26 17,6 -CHs 17,4 -CHs 17,5 -CHj
27 26,2 -CHj 26,3 -CHs 26,2 -CHs
28 176,5 -COOR 180,2 -COOH 180,2 -COOH
29 33,1 -CHs 33,3 -CHs 33,2 -CHs
30 23,7 -CHs 23,8 -CHj 23,7 -CHj
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En la tabla 23 se compara los desplazamientos de la glucosa del compuesto Ai-
Ca8A10, que coinciden con los desplazamientos reportados para la glucosa ubicada en

el C-3 del compuesto Ai-Cys.gls.rc.

Tabla 23. Desplazamientos quimicos de RMN-3C & (ppm) de aztcar de Ai-C4.sA10.

Glucosal (C-3)
N° C 3C & (ppm) 3¢ 5 (ppm)
Ai-Cyglsrc Ai-Cy8A10
1 105,8 105,6
2 75,5 75,4
3 78,6 78,5
4 71,6 71,6
5 78,3 78,2
6 62,7 62,6

Finalmente, se propone la estructura del compuesto Ai-C4gA10 (Figura 30;
Estructura 50) como 3-O-B-D-glucopiranosil- bayogenina. No obstante, se debe esperar
los espectros bidimensionales para confirmar la estructura. Vale la pena acotar que 3-

O-B-D-glucopiranosil- bayogenina, se reporta como un nuevo compuesto para la

\\\\\

bibliografia de productos naturales.

HO
HO OH (50)
Figura 30.Estructura propuesta del compuesto Ai-C4A1o.

OH
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8.1 Compuesto Ai-C4A

El compuesto Ai-CsgAz se Aisl6 como 53 mg de un sélido como cera
blanquecina, soluble en compuestos polares como agua y metanol e insoluble en
compuestos no polares, que al ser observado en CCF desarrollada con la mezcla
CH.Cl,: MeOH:H,0O (80:20:10) y revelada con p-Anisaldehido, se observd como una
coloracion azul-violeta en el visible y un Rf de 0,35, representando el 0,026 % con

respecto al extracto metandlico inicial Aiy,

El estudio de los espectros de RMN-'H, RMN- *3C, DEPT, en piridina-ds, permitié
observar que la mayoria de las sefiales e interacciones observadas son caracteristicas
de un triterpeno del tipo oleanano. La mayor parte de las sefiales de la genina de Ai-C,.
8A2, (figura 31; estructura 51), coinciden con las observadas para el compuesto Ai-Cy.

sL3.rc cOMoO se muestra en la tabla 24.

En el espectro RMN *H (espectro 19) se visualizaron 7 singletes a campo alto,
gue integran para tres protones cada uno, a 1,28, 1,08, 0,99, 0,97, 0,93, 0,90 y 0,80
ppm. Igualmente, se observan dos sefiales con multiplicidad de doblete
correspondientes a dos protones de metino -CHOH a 4,87 ppm (d; 7,5 Hz) y 5,26 ppm
(d; 6,9 Hz) asociados a protones anoméricos. Por otro lado, en 5,43 ppm se observo un
singlete ancho asociado aun metino de un doble enlace caracteristico del H-12 del
nucleo oleanano y a 4,79 ppm un singlete ancho asignado también de un metino unido

a oxigeno.
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Espectro 19. RMN *H para el Compuesto Ai-C4A,. (Piridina ds; 300 MHz)

El analisis del espectro de RMN **C (Espectro 20) tomado en piridina-ds,_permite
observar 48 sefales correspondientes a 7 metilos, 12 metilenos (dos de ellos como
CH,OH), 14 metinos (con seis -CHOH) y 8 carbonos cuaternarios segun lo observado
en el espectro de DEPT 135, destacando dos carbonos desapantallados en 144,5 ppm

y 122,5 ppm.
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Espectro 20. RMN DEPT para el Compuesto Ai-C4A;,. (Piridina ds; 300 MHz)

La asignacion de carbonos y protones se realizd por comparacion con los datos
reportados para el acido oleandlico y el compuesto Ai-Csglsrc (Tabla 24). La
comparacion de los datos permite inferir la presencia de una saponina triterpénica de
ndcleo oleanano con tres o cuatro unidades de glucosa. Asi, se observan 8 sefales en
30,9, 36,9, 39,7 42,1, 42,8, 46,7 y 1445 correspondientes a carbonos cuaternarios
segun los espectros de DEPT y **C asignados a C-20, C-10, C-8, C-14, C-4, C-17, C-
13, respectivamente. Con los datos que se disponen solo es posible inferir que la
saponina posee un nudcleo oleanano, sin oxidacion del C-23. Es necesario realizar
analisis bidimensionales que permitan la asignacion inequivoca de la estructura del

compuesto Ai-C4A;;.
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Tabla 24. Desplazamientos quimicos de RMN-3C & (ppm) de Ai-C4.sAs.rc Ai-CagAgy
Ai-C4.8A05. (Piridina-ds; 600 MHz).

Ai-Cuglarc Ai-C4gAg Ai-Cy.5A2,

N°C C&(@ppm) DEPT ¥C & (ppm) DEPT | *C & (ppm) DEPT
1 44,2 -CH,- 44,1 -CH,- ok -CH,-
2 70,6 -CH,- 70,6 -CH,- 70,6 -CH,-
3 83,0 >CH-O- 82,9 >CH-O- 82,9 >CH-O-
4 42,8 C 43,5 C 42,8 C
5 48,6 >CH- 48,6 >CH- 55,8 >CH-
6 18,1 -CH,- 18,0 -CH,- 18,4 -CH,-
7 32,9 -CH,- 33,2 -CH,- 33,2 -CH,-
8 40,1 C 39,8 C 39,7 C
9 47,7 >CH- 47,8 >CH- 48,0 >CH-
10 37,0 C 37,0 C 36,9 C
11 24,0 -CH,- 24,0 -CH,- 24,0 -CH,-
12 123,1 =CH- 122,6 =CH- 122,5 =CH-
13 144,2 =C< 144,8 =C< 144,5 =C<
14 423 C 42,9 C 42,1 C
15 28,2 -CH,- 28,3 -CH,- 28,3 -CH,-
16 23,4 -CH,- 23,6 -CH,- 23,6 -CH,-
17 47,0 C 46,6 C 46,7 C
18 41,8 >CH- 42,0 >CH- 42,0 >CH-
19 46,2 -CH,- 46,4 -CH,- 46,5 -CH,-
20 30,8 C 31,0 C 30,9 C
21 34,0 -CH,- 34,2 -CH,- 34,2 -CH,-
22 32,6 -CH,- 33,0 -CH,- i -CH,-
23 65,4 -CH,OH 65,4 -CH,-OH 28,2 -CH,-OH
24 15,1 -CH, 15,1 -CHs 16,8 -CHs
25 17,3 -CHs 17,2 -CH, 15,4 -CHs
26 17,6 -CH, 17,4 -CHs 17,4 -CHs
27 26,2 -CHs 26,3 -CHs 26,2 -CHs
28 176,5 -COOR 180,2 -COOH o -COOH
29 33,1 -CHs 33,3 -CHs 33,2 -CHs
30 23,7 -CHs 23,8 -CHs 23,7 -CHs

** No determinado
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El desplazamiento del carbono en 83,0 ppm (C-3) permite sugerir que la union de
la azlcar en la genina es en C-3 y por los desplazamientos de los carbonos en 105,3 y
106,0 ppm y los desplazamientos de protones en 5,26 ppm (d; J= 6,9 Hz) y 4,87 (d;
J=7,5 Hz) se infiere que hay dos unidades de azucares en la genina. No se observa
desplazamiento asociado a acido carboxilico o ester por lo que no se asigna
desplazamiento a C-28. De esta manera, se propone una estructura de una saponina
monodesmosidica tipo oleanano con dos azucares en C-3 y donde C-28 puede ser un

grupo acido o un grupo ester (Figura 31; Estructura 51)

S
N
S
N

RO

RO OR (51)

Figura 31. Estructura parcial para el compuesto Ai-C4.sA2
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8.2 Mezcla Ai-C4A28

La mezcla Ai-C4Azs se Aislé como 5,1 mg de un solido de apariencia cerosa color
crema, soluble en solventes polares e insoluble en compuestos no polares, que al ser
observado por CCF desarrollada con la mezcla CH,Cl;:MeOH:H,O (80:20:10) vy
revelada con p-Anisaldehido mostré una coloracién azul intensa en el visible y un Rf de

0,35, representando el 0,025 % con respecto al extracto metandlico inicial Aiy.

Mediante el estudio de los espectros de RMN-'H, RMN- *C y DEPT 135 en
piridina-ds, se pudo observar que existian sefiales duplicadas sugiriendo la presencia de
una mezcla de compuestos. La mayor parte de las sefiales de la genina de Ai-C4gAzs
coinciden con las geninas bayogenina y hederagenina, ya Aisladas (tabla 25).

En el espectro RMN *H (espectro 21) se visualizaron 12 singletes a campo alto, a
1,32, 1,28, 1,25, 1,22, 1,08, 1,05, 0,99, 0,97, 0,94, 0,90, 0,88 y 0,80 ppm. Asi mismo, se
observan cuatro sefiales con multiplicidad de doblete correspondientes a protones
unidos a oxigeno en 5,36 ppm (d; 7,2 Hz), 5,26 ppm (d; 7,2 Hz), 5,13 ppm (d; 7,2 Hz) y
4,87 ppm (d; 7,2 Hz) asociados a carbonos anoméricos. Por ultimo, se observa un

singlete ancho en 5,46 ppm asociado a un metino de un doble enlace.
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Espectro 21. RMN *H para la mezcla Ai-C4Ays. (Piridina ds; 300 MHz)

En el espectro de *C (Espectro 22) tomado en piridina- ds se observan 54
sefales, correspondientes a 12 metilos, 22 metilenos (con 5 CH,OH), 25 metinos (con
16 CHOH) y 16 carbonos cuaternarios segun lo observado en el espectro de DEPT 135
destacando las sefiales correspondientes a un carbonilo en 180,2 ppm correspondiente
a un grupo carboxilico (COOH), y dos pares de carbonos desapantallados, en 144,9
ppm y 122,6 ppm y 150,2 ppm y 122,8 ppm (los desplazamientos de 122,6 y 122,8

pueden ser intercambiados).
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Espectro 23. RMN *°C para la mezcla Ai-C4Ag. (Piridina d5; 300 MHz)

Adicionalmente, se identifica un carbono con un desplazamiento en 65,5
correspondiente a un metileno que junto con la sefal en 48,6 ppm permite asignar al C-
23 y al C-5 respectivamente y otra sefial en 55,9 ppm, asociada al C-5 de un nucleo

derivado de la bayogenina.

Debido a la ausencia de datos de correlacion bidimensional proton- carbono se
realizé la asignacion de carbonos por comparacion con los compuesto Ai-Cagls.rgy Ai-

C4.8A9, COMO Se muestra en la tabla 25.
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Tabla 25. Comparacién de data **C-RMN en piridina-ds de hederagenina Ai-Cs.gLs.rg,
con la genina Ai-C4.8Aq Yy AI-C,4.8A08

o e . Ai-CygAq Ai-Cy.5Az
N°C “C & (ppm) DEPT | *C&(ppm) DEPT A A28
B¥cs(pm) DEPT | ®C&(ppm) DEPT

1 44,2 -CH,- 44,1 -CH,- 44,2 -CH,- 38,8 -CH,-
2 70,6 -CH,- 70,6 -CH,- =~ 70 -CH,- * -CH,-
3 83,0 >CH-O- 82,9 >CH-O- 83,0 >CH-O- 82,8 >CH-O-
4 42,8 C 43,5 C 42,9 >C< 39,6 C
5 48,6 >CH- 48,6 >CH- 48,6 >CH- 55,9 >CH-
6 18,1 -CH,- 18,0 -CH,- 18,3 -CH,- 18,5 -CH,-
7 32,9 -CH,- 33,2 -CH,- 33,2 -CH,- 33,0 -CH,-
8 40,1 C 39,8 C 39,9 >C< ok C
9 47,7 >CH- 47,8 >CH- 47,6 >CH- 48,1 >CH-
10 37,0 C 37,0 C 37,0 >C< ok C
11 24,0 -CH,- 24,0 -CH,- 24,0 -CH,- 23,8 -CH,-
12 123,1 =CH- 122,6 =CH- 122,6 =CH- 122,8 =CH-
13 144,2 =C< 144,8 =C< 144,9 =C< 150,2 =C<
14 42,3 C 42,2 C 42,2 >C< 42,3 C
15 28,3 -CH,- 28,3 -CH,- 28,3 -CH,- 28,3 -CH,-
16 23,4 -CH,- 23,6 -CH,- 23,7 -CH,- * -CH,-
17 47,0 C 46,6 C 46,7 >C< ok C
18 41,8 >CH- 42,0 >CH- 42,0 >CH- ** >CH-
19 46,2 -CH,- 46,4 -CH,- 46,4 -CH,- * -CH,-
20 30,8 C 31,0 C 30,9 >C< ok C
21 34,0 -CH,- 34,2 -CH,- 34,2 -CH,- o -CH,-
22 32,6 -CH,- 33,0 -CH,- 33,0 -CH,- o -CH,-
23 65,4 CH,OH 65,4 CH,-OH 65,5 -CH,-OH o -CH,-OH
24 15,1 -CHj 15,1 -CHj 15,0 -CHj 15,5 -CHj
25 17,3 -CHs 17,2 -CHs 17,2 -CHs 16,8 -CHs
26 17,6 -CHs 17,4 -CHs 17,5 -CHs 17,5 -CHs
27 26,2 -CHj 26,3 -CHs 26,2 -CHs 26,2 -CHj
28 176,5 -COOR 180,2 -COOH 180,2 -COOH o -COOH
29 33,1 -CHj 33,3 -CHj 33,2 -CHj 33,3 -CHj
30 23,7 -CHs 23,8 -CHs 23,8 -CHs 23,8 -CHs

* No determinado. ** Los desplazamientos de estos carbonos para ambas geninas son similares por lo
que se asignan a la genina de A28" para indicar la presencia de este nucleo en la mezcla. Sin embargo,
es necesario el analisis de los espectros bidimensionales para la asignacion inequivoca de cada sefial
dentro de la mezcla Ai-C,4.gAs
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Por los desplazamientos en 82,8 y 82,9 ppm, se proponen dos saponinas
monodesmosidicas con azucares en el C-3. Se propone la saponina A28 (Figura 32;
Estructura 52) con nucleo tipo bayogenina con desplazamiento de 65,5 ppm y 48,6 ppm
asignado a C-23 y C-5, respectivamente y finalmente, un doble enlace entre C-12 y C-
13 con desplazamientos en 122,6 y 1449 ppm (intercambiables). Para la saponina
A28 (Figura 31; Estructura 53), se propone un nucleo derivado del acido oleandlico
con un desplazamiento caracteristico de 55,9 ppm asignado a C-5y un doble enlace
entre C-12 y C-13 con desplazamiento en 122,8 y 150,2 ppm (intercambiables). Ya que
se observa una sola sefal del grupo carboxilo n 180,2 ppm no se le asigna a ninguna
estructura especifica.

HO

RO RO

S
S
S
S
~N

" (52) A2g’ (53) A28~

Figura 32. Estructuras propuestas del compuesto Ai-C4.sA2s

Para los compuestos Ai-Cy.glsp, Ai-Cyagls., Ai-C4A15 Y Ai-C4A39 NO Se tienen aun

datos espectroscoépicos de las muestras.
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9. CONCLUSIONES

Se aislaron 11 sélidos de color blanco y crema, Ai-Cs.gL3.p, Ai-Cys.gls.rg, Ai-Cagla.,
Ai-Cygls., AI-C4A7, AI-C4Ag, AI-C4A10, Ai-C4A15, Ai-C4Az2, Ai-C4Azs Y Ai-C4A3g,
solubles en solventes polares de las hojas y tallos de Arrabidaea inaequalis. Todos
los solidos Aislados revelaron como manchas puarpura-azules en vainillina-acido
sulfarico y p-anisaldehido, indicando su naturaleza terpénica.

Mediante andlisis de los espectros *H-RMN, **C-RMN, DEPT, HSQC y HMBC se
logré identificar al compuesto Ai-C4.sLsrc como 3-O-B-D-glucopiranosil-28-O--D-
glucopiranosil bayogenina.

Mediante andlisis de los espectros 'H-RMN, '*C-RMN, DEPT, se propone al
compuesto Ai-C4L3; como una saponina monodesmosidica de tipo oleanano con
tres unidades de azucar.

Mediante andlisis de los espectros *H-RMN, '*C-RMN, DEPT, se propone al
compuesto Ai-C4.gA7 como 3-O-B-D-glucopiranosil-hederagenina.

Mediante andlisis de los espectros *H-RMN, **C-RMN, DEPT, HSQC y HMBC se
logré identificar al compuesto Ai-C4.sAg como 3-O-[O-8- D-glucopiranosil-(1—2)--D-
glucopiranosil bayogenina o 3-O-(3-soforosil)-bayogenina.

Mediante andlisis de los espectros 'H-RMN, '*C-RMN, DEPT, se propone al
compuesto Ai-C4.8A10 como 3-O-B-D-glucopiranosil-bayogenina.

Mediante andlisis de los espectros 'H-RMN, *C-RMN, DEPT, se propone al
compuesto Ai-C4gA2; cOmo una saponina monodesmosidica de tipo bayogenina
con dos unidades de azlcar.

Mediante andlisis de los espectros 'H-RMN, '*C-RMN, DEPT, se propone al
compuesto Ai-C4.gA23 cOmo una mezcla de dos saponinas monodesmosidicas.

Las saponina Ai-Cy.glsrc, Ai-CagAg, Ai-Cy.gA10 COrresponden a nuevos metabolitos
secundarios en la literatura de productos naturales.

La saponina Ai-C4.gA7; corresponde a un nuevo metabolito secundario reportado

para la familia Bignoniaceae.
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10. RECOMENDACIONES

Continuar con andlisis fitoquimico de la especie Arrabidaea inaequalis debido a
gue es rica en metabolitos secundarios, especialmente en saponinas.

Realizar la caracterizacion de los diversos compuestos que Aislados que aun no
han sido analizados por RMN.

Usar mayor cantidad de masa, para acumular mayor cantidad de metabolitos
presentes, en funcion de poder caracterizar aquellos que fueron descartados o
no detectados.

Para proximos estudios fitoquimicos de metabolitos secundario del tipo
terpenoidal glicosilado no usar CLV.

Para proximos estudios fitoquimicos de metabolitos secundario del tipo
terpenoidal glicosilado usar CC con fase estacionaria de silica gel en fase normal
y Sephadex LH20

Para proximos estudios fitoquimicos de metabolitos secundario del tipo
terpenoidal glicosilado usar como fase movil sistemas de solventes de CH,Cl,.
MeOH-H,0.
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