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RESUMEN

Wigandia urens es un arbusto perteneciente a la familia Hydrophyllaceae, que crece
dentro del campus de la UNAM en la reserva ecolégica conocida como Pedregal de San
Angel. El género Wigandia cuenta con una sola especie en el territorio mexicano y se han
hecho pocos estudios de su composicién quimica.

Con el objeto de contribuir al conocimiento quimico de la especie, en la presente
investigacion se realizo el estudio fitoquimico de las hojas de W. urens lograndose aislar
18 metabolitos por técnicas cromatograficas convencionales y cuya caracterizaciéon
estructural se hizo mediante técnicas espectroscdpicas principalmente de Resonancia
Magnética Nuclear en una y dos dimensiones, asi como Espectrometria de Masas.

De los compuestos aislados, dos de ellos son compuestos novedosos en la literatura, la 1-
O-acetil-3-geranil-5-metoxi-hidroquinona (1) y la 2-[(1z,6E)-3-hidroxi-3,7,11-
trimetildodeca-1,6,10-trien-1-il]-hidroquinona (2). Los compuestos 1y 2 son derivados de
la geranilhidroquinona (10) y farnesilhidroquinona (11) respectivamente, las cuales fueron
aisladas previamente de la misma especie.***

Asi mismo, se aislaron seis compuestos descritos por primera vez en esta especie, el
benzociclodecadieno 3, el cual se nombré como desacetilwigandol, previamente obtenido
como producto de reduccidn de la globiferina (9) aislada de Cordia globifera,*’ la 2-[(12)-3-
hidroxi-3,7,-dimetilocta-1,6-dienil]-hidroquinona (4) aislada previamente de Cordia
alliodora,”® ademas de la verapliquinona B (5) (en mezcla con la verapliquinona A (6))
aislada de una especie no identificada de anémona del género Aplidium,49 la rhamnazina
(16) un flavonol aislado de Gutierrezia repens,” el 5-epi-litospermésido (17) un
cianoglicésido obtenido por primera vez en la familia Hydrophyllaceae y aislado con
anterioridad de llex W(J/rburgii,68 ademads de la sacarosa (18) un metabolito con amplia
distribucién.

También, se aislaron diez compuestos obtenidos con anterioridad en de esta especie: la
verapliquinona A (6) (en mezcla 5 y 6),"* el flavidulol A (7),* la 1-O-metil-2-

geranilhidroquinona (8),”> la globiferina (9),"* la geranilhidroquinona (10), y la
45 11,12,13,45

el wigandol (12) y su

12,13

farnesilhidroquinona (11) mencionadas anteriormente,
producto ciclico (13)," la genkwanina (14) y la cirsimaritina (15).

Ademas se prepararon ocho derivados (19-26) de los compuestos aislados.



Finalmente del estudio fitoquimico de los cuatro extactos (hexanico, diclorometanico,
acetdnico y metandlico) se evalud la actividad antioxidante de 13 compuestos (aislados y
derivados). Los resultados indicaron que tres de estos compuestos tienen actividad
atrapadora del radical DPPH comparable con los estandares: el desacetilwigandol (3), la
geranilhidroquinona (10) y la rhamnazina (16). En cuanto a la actividad inhibitoria de la
proliferacién celular se obsevd que varios de los compuestos evaluados presentan buena
actividad a 50 uM por lo que se requieren estudios mads detallados para determinar la ICsg
y determinar su potencial.



ABSTRACT

Wigandia urens is a shrub belonging to the Hydrophyllaceae family, growing at UNAM
campus in the ecological reserve known as Pedregal de San Angel. Genus Wigandia has a
single species in the Mexican territory, and there are only very few studies of its chemical
composition.

In order to contribute to the chemical knowledge of the species, the phytochemical study
of the leaves of W. urens was carried out. Eighteen metabolites were isolated, by
conventional chromatographic techniques. The structural characterization by Nuclear
Magnetic Resonance in one and two dimensions and by mass spectrometry technique was
achieved.

1-O-acetyl-3-geranyl-5-methoxy-hydroquinone (1) and 2-[(1Z,6E)-3-hydroxy-3,7,11-
trimethyldodeca-1,6,10-trien-1-yl]-hydroquinone (2) are novel compounds derived from
geranylhydroquinone (10) and farnesylhydroquinone (11) respectively, and previously
isolated from the W. urens .***°

Moreover, six isolated compounds have not been described before in the species; the
benzociclodecadiene which was named as desacetilwigandol (3) was previously obtained
as a result of reduction of globiferin (9) isolated from Cordia globifera,” 2-[(12)-3-
hydroxy-3,7-dimethylocta-1,6-dienyl]-hydroquinone (4) isolated before from Cordia
alliodora,”® verapliquinone B (5) (as a mixture with verapliquinone A (6)) isolated from an
unidentified anemone species of the genus Aplidium,* rhamnazin (16) a flavonol isolated
from Gutierrezia repens,”* 5-epi-lithospermoside (17) a cyanoglycoside obtained for the
first time in the Hydrophyllaceae family and previously isolated from llex warburgii, % in
addition to, sucrose (18) a metabolite that is found throughout the plant kingdom.

Ten compounds obtained previously in this species were also isolated: verapliquinone A
(6),** flavidulol A (7),*” 1-O-methyl-2-geranylhydroquinone (8)* globiferin (9),*
geranylhydroquinone (10), farnesylhydroquinone (11),** wigandol (12)****"*** the cyclic
product 13, genkwanin (14) and cirsimaritin (15).'*** Derivatives 19-26 of the isolated

compounds were obtained.

Antioxidant activity of 13 isolated compounds and derivatives was tested, three of them
shown scavenging activity against DPPH radical comparable to standards:
desacetilwigandol (3), rhamnazin (16) and geranilhidroquinone (10). The inhibitory activity
of cell proliferation was also tested. Preliminary results shown good activity at 50 uM. So
that detailed studies are required to determine the ICsg and determine their potential.



INTRODUCCION

La investigacién en productos naturales provenientes de diferentes fuentes como plantas,
organismos marinos, hongos y microorganismos, va en crecimiento, ya que el aislamiento
y la purificacion de éstos como una fuente de medicamentos o farmacos son eventos cada
vez mas recurrentes.'”

Dentro del reino vegetal, la familia Hydrophyllaceae agrupa mas de 20 géneros
distribuidos en los cinco continentes. Entre estos, Phacelia es el género con mayor

, . . . . /. 7,22,23,4
ndmero de especies y el mas estudiado desde el punto de vista quimico.”?%**4®

Nama,
otro género de la familia, cuenta con menos especies y estudios quimicos. En ambos
casos, las quinonas e hidroquinonas preniladas son los metabolitos mas comunes en

ambos géneros.

El género Wigandia cuenta con una sola especie dentro de la Republica Mexicana, la cual
se reconoce como W. urens. De ésta, también existen pocos estudios quimicos'**** en
los cuales se ha descrito el aislamiento y la identificacién del mismo tipo de meroterpenos
(compuestos fendlicos prenilados), asi como derivados ciclicos de éstos conocidos como

benzociclodecadienos.

Las quinonas e hidroquinonas preniladas han mostrado una gran diversidad de actividades
biolégicas entre las cuales se pueden mencionar la antioxidante y citotdxica contra
diversos tipos de lineas cancerosas.?>?’%3°

Tomando en consideracién lo anterior, se decidié realizar el estudio fitoquimico de W.
urens contemplando la posibilidad de evaluar posteriormente el potencial de accién
biolégico de los metabolitos aislados.



GENERALIDADES

Taxonomia, descripcion botanica y distribucion de Wigandia urens

En México existe una amplia diversidad bioldgica en especies vegetales, entre las que se
encuentran las de la familia Hydrophyllaceae con mds de 20 géneros distribuidos en los
cinco continentes. Esta familia estd constituida principalmente por especies herbaceas,
arbustos y arboles pequefios. En la Republica Mexicana la familia se encuentra
representada por tres géneros: Phacelia, Nama y Wigandia.’

El género Wigandia esta conformado por seis especies: W. urens, la cual ha sido descrita
con diferentes sinonimias (Cuadro 1), W. crispa, W. wurdackiana, W. reflexa, y dos
especies que se publicaron recientemente, W. ecuadorensis® y W. brevistyla™
recolectadas en Ecuador y Republica Dominicana, respectivamente. Este género se
encuentra comunmente en zonas perturbadas, mientras que las especies de Phacelia y
Nama crecen frecuentemente cerca de cuerpos de agua, en zonas de bosque tropical
caducifolio y en pastizales.'” El género Wigandia se distribuye desde Norteamérica hasta
Argentina y en algunos lugares de Asia. Algunos autores plantean que en México estd

9,15

representado por una sola especie Wigandia urens,”” mientras otros afirman que se trata

de dos especies diferentes W. urens y W. caracasana, las cuales se diferencian en la

presencia o ausencia de setas (tricomas).ls’17

Clasificacién taxondmica:

REINO: Plantae FAMILIA: Hydrophyllaceae
PHYLUM: Magnoliophyta GENERO: Wigandia
CLASE: Magnoliopsida ESPECIE: Wigandia urens

ORDEN: Solanales



Cuadro 1. Sinonimias de Wigandia urens.

Nombre Autor
Hidrolea urens Hipdlito Ruiz y José Pavon
Wigandia caracasana Karl Kunth

W. macrophylla

Diederich F. Schlechtendal, Ludolf Karl A. von Chamisso

W. kunthii

Jaques Denys Choisy

W. scorpioides J.D. Choisy
W. kunthii var. macrophylla Diederich F. Schlechtendal, Ludolf Karl A. von Chamisso
Ernstamra urens Carl Kuntze
W. peruviana William Miller
W. kunthii var. eukunthii August Brand
W. caracasana var. macrophylla A. Brand
W. kunthii var. intermedia A. Brand
W. caracasana var. calycina A. Brand
W. kunthii var. viscosa A. Brand

W. caracasana var. viscosa

James Mcbride

W. urens var. caracasana

Dorothy Gibson

Wigandia urens es una planta erecta que puede alcanzar hasta seis metros de altura

llegando a ser arborescente, con tallos hispidos a cerdosos, muchas veces con tricomas

glandulares y urticantes (Fig. 1). Sus hojas alternas pueden alcanzar hasta 50 cm de largo

por 37 cm de ancho con laminas ovaladas, apice por lo general agudo o en ocasiones

redondeado u obtuso. Las flores dispuestas en cimas escorpioideas, con cinco sépalos,

estambres con filamentos, estigmas clavados y corolas externas de color moradas,
9,15

violaceas, azules o lila-blanquecinas (Fig. 2).

Figura 1. Wigandia urens, ejemplar en el Campus UNAM.
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Esta especie se encuentra en altitudes entre los 150 y 2200 msnm, florece y produce
frutos en el periodo comprendido entre septiembre y mayo. La densidad de los tricomas
depende de la cantidad de luz y agua a la que esté expuesta, se ha encontrado que
aumenta en temporada de sequia y cuando estd expuesta a la luz solar.’>?%* Estos
tricomas son un mecanismo de defensa contra herbivoros y disipan el calor para evitar la

pérdida de agua por transpiracion (Fig. 3).°%*

Figura 3. Tricomas presentes en tallos y hojas.

En México se encuentra distribuida en los Estados de: Aguascalientes, Chiapas, Distrito
Federal, Durango, Guerrero, Jalisco, Estado de Meéxico, Michoacadn, Nayarit, Oaxaca,
Querétaro, Puebla, San Luis Potosi, Sinaloa, Sonora, Tlaxcala y Veracruz. En la Ciudad de
México crece abundantemente en la reserva ecoldgica del campus de la Universidad
Nacional Auténoma de México (UNAM) en la zona conocida como el Pedregal de San

Angel.

Algunos nombres comunes con los que se conoce a W. urens son: ortiga de tierra caliente,
tabaco cimarrén, tabaquillo, mala mujer, zigua y hoja de San Pablo, entre otros. Los usos
comunes de la planta son: contra la sifilis, el reumatismo, los dolores musculares, la

diabetes, las heridas, la inflamacidn, las ulceras y contra el insomnio.>1017



Antecedentes quimicos de la familia Hydrophyllaceae

Los compuestos caracteristicos de varios géneros de esta familia son los fendlicos
prenilados (Fig. 4).”® Se ha documentado que varias especies del género Phacelia
producen metabolitos de este tipo, los cuales causan dermatitis por contacto.’’** D

el
género Nama también se han aislado compuestos fendlicos prenilados (Fig. 5).%*

LR=H R,=H Ry=H R,=OH
ILR=H R=H R;=0Ac R;=OH

ILR=H R=H Ry=H R,=O0Ac

OR, IV.R,=H R,=H R;=OH R,=OAc

Rs P = V.R,=H R,=Ac R;=0OH R,=OMe

Ry
VLR,= /\)\ R,=H R;=H R,=~OH
Rq VIL R = /\)\ R,-H R;=0OH R,=OH

VIIL R = > R=H Ry=H R,=COOH

Figura 4. Compuestos fendlicos prenilados aislados de especies de los géneros Phacelia y
Wigandia.

MeO. O
MeO. OH
MeO 7
X
(o]
MeO. 0.
IX
MeO
XI
[¢]

Figura 5. Compuestos fendlicos prenilados aislados de especies del género Nama.

Otro tipo de metabolitos presentes en especies de ésta familia son flavonoides (Fig. 6) de
tipo flavona, flavanona, flavonol y antocianinas®'**®

También, se ha encontrado B-
sitosterol.



OR;

OH ©
XIL R=R1=H R2= OH XVIIL R=R1= R2=R3=H
XIIL R=R1=H R2=OMe XIX.R=RI=R3=H R2-OH
XIV.R=H R2=OH RI=Me XX.R=R1=R3=H R2-OMe
XV.R=Me R1=H R2=OH XXI. R=OMe R1=R2=R3=H
XVL R=R1=R2=H XXIL. R=OMe R1=Me R2=R3=H
XVIL R=Me RI=R2=H XXIIL. R=OMe R1=R2=H R3=Me

Figura 6. Flavonoides aislados de especies de la familia Hydrophyllaceae.

Estructura y actividad biolégica de compuestos fendlicos prenilados

Plantas de diferentes géneros y familias, organismos marinos y hongos son fuente de
compuestos fendlicos prenilados con estructuras quimicas relacionadas, pero con
diferentes actividades bioldgicas. Se conoce que las quinonas e hidroquinonas preniladas
o sus derivados, tienen actividad citotdxica contra ciertas células tumorales.?>®

Desde 1974, se tiene conocimiento de la actividad anticancerigena de compuestos
fendlicos prenilados, por ejemplo, la geranilhidroquinona (XXVII) mostré citotoxicidad
contra la leucemia en ratén.?” En 1979 de Aplidium sp., se aislé la prenilquinona (XXIV), la
prenilhidroquinona (XXV) y el 6-hidroxi-2,2-dimetilcromeno (XXVI) (Fig. 7). XXV mostré
actividad citotdxica contra la linea celular P388 en ratén en un ensayo in vivo, ademas de
propiedades antimutagénicas al igual que el cromeno XXVI (Figura 7).2% Posteriormente en
1998 se reportd la actividad citotéxica de la geranilhidroquinona (XXVII) y su derivado
hidroxilado XXVIII (Fig. 8) contra cuatro lineas celulares. El mejor efecto de XXVII y XXVIII
se observd contra el linfoma P-388, las ICso calculadas fueron 0.2 y 1.2 pg/ml
respectivamente.” En un reporte mas reciente (2012) se observé igualmente citotoxicidad
de XXVIl y la geranilbenzoquinona (XXIX) (Fig. 8) en las tres lineas celulares diferentes, PC-
3 (cancer de préstata), MCF-7 y MDA-MB-231 (céncer de seno).”

También se ha reportado la actividad citotéxica de la 3-demetilubiquinona Q2 [2,3-
dimetoxigeranilbenzoquinona] (XXXI) y de algunos derivados sintéticos que incluyen



quinonas e hidroquinonas preniladas, entre ellos la 6-metoxi-2-geranilbenzoquinona (XXX)
(Fig. 8),>° compuesto que ha sido aislado de W. urens. De manera adicional los compuestos
XXX y XXI, obtenidos sintéticamente son actualmente productos patentados con actividad
anticancerigena.*

XXV

o OH

3

_Z XXVI

HO

Figura 7. Prenilguinona (XXIV), prenilhidroquinona (XXV), y 6-hidroxi-2,2-dimetilcromeno

(XXVI).
OH
7 7 o
MeO. / /
XXVII
OH XXX
OH
OH o
F
o
XXVIII MeO. G G
OH
o
MeO
XXXI
F G o
XXIX

o

Figura 8. Geranilhidroguinona (XXVII), geranilbenzoquinona (XXIX) y derivados con
actividad citotoxica.

Algunos de estos compuestos sufren procesos de ciclacidn de la cadena prenilada al anillo
aromatico y producen compuestos aromaticos con anillos de diferente tamaio,
dependiendo de la cadena prenilada y del sitio donde se ciclen.
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En 1997 y 1999 se publico el aislamiento de derivados ciclicos de la farnesilhidroquinona
(XLIV) y farnesilbenzoquinona de Aplidium longithorax, denominados longitoroles vy
longitoronas (XXXII-XXXVII) (Fig. 9).>*>*

0
1 w]
—— -
;i" T \'\!‘E__,-LJ
5 % -\\}»7"'"5
) [t1 XXXVI.R1=R2 =H
*\;‘r‘; 21 /1;
a]l 10"]". =le XXXVIL R1= H R2= Me
e
2 et = By
H ORsz

Figura 9. Longitoronas y longitoroles de Aplidium longithorax.

Recientemente (2013) se aislaron cuatro derivados ciclicos oxigenados de |Ia
geranilhidroquinona (XXXVIII-XLI) del hongo Tricholoma terreum, los cuales se evaluaron
contra cinco diferentes tipos de lineas celulares derivadas de tumores humanos (células
de cancer de pulmoén A-549, cancer de mama MCF-7, cancer de colon SW 480, leucemia
HL 60, y carcinoma hepatocelular SMMC-7721). De los cuatro compuestos aislados (Fig.
10), tres presentan actividad citotéxica similar al cisplatino utilizado como referencia.®

oH O oH O

MeO MeO

R SR

(0)
XXXVIIIL. R=H XL.R=H
XXXIX. R=0OH XLI. R= OH

Figura 10. Derivados ciclicos de la geranilhidroquinona (XXVII) aislados del hongo
Tricholoma terreum.
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También se han hecho estudios sobre la actividad antioxidante de derivados fendlicos
prenilados como XXIV, XXVII, XLIV y derivados de estos, que mostraron actividad

antioxidante similar o mejor que las referencias usadas.>®™**
oH OH
F
XLII
OH o /
/ XLIIT

OH

Figura 11. Farnesilhidroquinona (XLIV) y derivados de la geranilhidroquinona (XXVII) con
actividad antioxidante.

En cuanto a la actividad antibacteriana y antiparasitaria se ha reportado la accién de este
tipo de compuestos contra microorganismos como Bacillus subti/is,42 Tripanosoma cruzi,43

o contra parasitos causantes de enfermedades como la malaria®®* y leishmaniasis.*****

Del hongo comestible Lactarius flavidulus se aisl6 el flavidulol A (XLV), un
benzociclodecadieno derivado de la geranilhidroquinona y sus derivados dihidro (XLVI) y

tetrahidro (XLVII) (Fig. 12), los cuales mostraron actividad antibacteriana y supresora de

las células Ty B.**®2

OMe

O XLV

OH
OMe

O XLVI

OH

OMe

XLvVII

OH

Figura 12. Flavidulol A (XLV) y sus derivados dihidro y tetrahidro.

12



La globiferina (XLVII) y sus derivados ciclicos (XLIX, L) aislados de Cordia globifera
mostraron actividad contra Mycobacterium tuberculosum y Leishmania major (Fig. 13).*’

(o}

XLVIII

Globiferina

o Cordiacromo A o Cordiacromo B

XLIX L
Figura 13. Globiferina (XLVIII) y sus derivados bioactivos.

Otro benzociclodecadieno denominado wigandol (LI), fue aislado de W. kunthii
(Fig. 14).™

OAc

OH

LI

Figura 14. Wigandol (LI).

Otro compuesto con estructura quinoide y una cadena lipidica en vez de un grupo prenilo
es la sorgoleona (LIl) aislada del exudado de las raices de Sorgum bicolor la cual presenta
actividad alelopatica®® (Fig. 15).

o

OH

MeO

Figura 15. Sorgoleona (LII).
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JUSTIFICACION

Wigandia urens es una planta arbustiva que crece abundantemente en el pedregal de San
Angel. Pertenece a la familia Hydrophyllaceae la cual cuenta con una sola especie en
México.

Estudios previos de las partes aéreas’™™* ademas de un reporte del estudio quimico de los
tallos,* describen el aislamiento de algunos compuestos fendlicos prenilados y derivados
ciclicos (benzociclodecadienos). Tales compuestos presentan gran variedad de actividades

bioldgicas entre las que se puede mencionar actividad antiparasitaria,®®

43,44,47

. . . . s . I . . -41 7L
antileishmania, citotéxica® y actividad antioxidante®*™*! de estas dos ultimas se

observa que el potencial es similar o mayor que las referencias utilizadas.

Teniendo en cuenta que el cancer es una de las enfermedades que mas afecta a
latinoamericana después de las enfermedades del corazén®®, se hace importante
encontrar compuestos que puedan contrarrestar esta enfermedad. Sabiendo que hay
compuetos muy similares a los aislados de W. urens que ya han sido patentados con
actividad anticancerigena®® es conveniente realizar su estudio fitoquimico.

La actividad antioxidante esta relacionada con la capacidad de estabilizar radicales libres
en diversos medios como: degradaciéon de alimentos, envejecimiento celular o
enfermedades que se derivan de procesos oxidativos como problemas del corazon (ref),
diabetes (ref) y alzheimer (ref). Por lo tanto es importante encontrar compuestos que
permitan prevenir estos padecimientos y eviten el envejecimiento prematuro, ademads en
la industria alimeticia para la conservacién de productos que se consumen diariamente.

Conciderando lo anterior en esta investigacion se pretende aislar e identificar compuestos
fendlicos prenilados de los extractos preparados y obtener derivados para evaluar su
actividad antioxidante, mediante el método de la actividad captadora del radical DPPH,
ademas de hacer una evaluacién preliminar sobre su actividad citotéxica en varias lineas
celulares y asi poder valorar su potencial.
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OBJETIVOS

Objetivo general

o Contribuir al conocimiento quimico del género Wigandia, mediante el
estudio quimico de las hojas secas de W. urens.

Objetivos especificos

o Aislar por técnicas cromatograficas convencionales los diferentes
componentes obtenidos de las hojas secas de W. urens.

o ldentificar por técnicas espectroscopicas como RMN en una y dos
dimensiones y espectrometria de masas principalmente, los diferentes
componentes de esta especie.

o Realizar pruebas de actividad inhibitoria de la proliferacion y de actividad
antioxidante de compuestos puros y derivados obtenidos por
transformaciones quimicas.
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PARTE EXPERIMENTAL

Materiales y métodos

Para las diferentes separaciones por cromatografia en columna (CC), se utilizé gel de silice
malla 230-400 marca Macherey Nagel y Sephadex LH20 marca Pharmacia Biotech. Para
cromatografia en capa fina analitica (CCFa) se utilizaron cromatofolios de gel de silice de
0.20 mm y para cromatografia en capa fina preparativa (CCFp) placas de 20 x 20 cm vy
0.25, 0.5, 1.0 o 2.0 mm de espesor (segun el caso), con indicador de fluorescencia
suministradas por Macherey Nagel.

La visualizacion de las placas se llevd a cabo con una ldmpara de UV Espectroline modelo
CX-20 a dos longitudes de onda (254 y 365 nm) y/o utilizando reveladores de sulfato
cérico y 6leum.

El material vegetal se recolectd el 14 de abril de 2008 en el Campus de la UNAM, el cual se
identific6 de acuerdo al voucher MEXU-235646, depositado en el Herbario Nacional
(MEXU), México DF.

Equipos utilizados

Para la determinacion de los puntos de fusidn sin corregir, se utilizé un equipo Fisher-
Jhons. Las rotaciones Opticas se determinaron en un polarimetro Perkin—Elmer 343. Los
espectros en el UV se determinaron en un equipo Shimadzu U160 y para el dicroismo
circular se utilizé un equipo Jasco 715.

La determinacién de espectros en el IR se llevé a cabo en un espectrometro FT-IR Bruker
Tensor 27 los cuales se realizaron en pastilla de KBr o en soluciéon de CHCls.

Los espectros de masas se realizaron en un espectrémetro Jeol, JMS AX-505 HA por
impacto electrénico a 70 eV o FAB en la modalidad de iones positivos. Para los andlisis de
gases-masas se uso un equipo Agilent 6890N-Jeol IMS-GCMate II.

Los espectros de RMN se determinaron en equipos Varian Gemini versién 2000, JEOL
Eclipse 300 y Bruker Avance Il usando disolventes deuterados. Los desplazamientos
quimicos & son dados en ppm con referencia al TMS o el disolvente residual y las
constantes de acoplamiento (/) en Hz.

Se utilizé un lector de placas marca Bio-Tek modelo ELx-808 para medir las densidades
6pticas en las pruebas biolégicas.
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Preparacion de los extractos

Se recolectaron hojas del especimen en estudio, se limpiaron manualmente, se dejaron
secar y se procedid a su molienda. Posteriormente el material en polvo (330 g) se empacd
en una columna y se extrajo exhaustivamente por percolacion utilizando disolventes en
orden creciente de polaridad: hexano, diclorometano, acetona y metanol. Los extractos
obtenidos con cada disolvente se concentraron a presion reducida y se analizaron por CCF.

Recolecta del
material
|

Limpieza

Molienda

Empacado en
columna

Extraccion con

disolventes
Hexano CH2Cl2 Acetona MeOH
25.58¢g 19.38g 2.82g 29.85g

Figura 16. Esquema de extraccion.
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Aislamiento y purificacion

Extracto hexanico (Wu-Hx)

El residuo del extracto hexanico (25.58 g), se sometid a cromatografia utilizando 250 g de
gel de silice como adsorbente y como eluyente mezclas de hexano y acetato de etilo de
polaridad creciente. Se obtuvieron 71 fracciones, las cuales se reunieron de acuerdo con la
similitud de sus componentes determinada por CCF, obteniéndose 15 fracciones
primarias: Wu-Hx-(A-P) (Cuadro 2).

Cuadro 2. Fracciones primarias obtenidas del extracto hexanico (Wu-Hx).

Fraccion Eluyente — Proporcion Fracciones Clave Masa (g)
reunidas

1-12 hexano 100 % 1-2 Wu-Hx-A 0.5245

13-25 hexano-AcOEt 95:5 3-10 Wu-Hx-B 0.0384

26-48 hexano-AcOEt 9:1 11-14 Wu-Hx-C 0.0202

49-60 hexano-AcOEt 8:2 15-16 Wu-Hx-D 2.7646

61-71 hexano-AcOEt 6:4 17-21 Wu-Hx-E 2.4930

22-25 Wu-Hx-G 1.0857

26-31 Wu-Hx-H 3.3902

32-38 Wu-Hx-l 3.3307

39-49 Wu-Hx-J 0.6012

50-53 Wu-Hx-K 0.5661

54-56 Wu-Hx-L 0.6173

57-63 Wu-Hx-M 1.1474

64-69 WKk-Hx-N 0.9880

70 Wu-Hx-O 0.1643

71 Wu-Hx-P 2.7784

SEPARACION DE LOS CONSTITUYENTES DE LA FRACCION Wu-Hx-H

La fraccién primaria Wu-Hx-H se separé por cromatografia en columna (CC), utilizando 60
g de gel de silice como adsorbente y como eluyentes, CH,Cl, y mezclas de CH,Cl,-acetona
de polaridad creciente (Cuadro 3).
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Cuadro 3. Fracciones secundarias obtenidas de la recromatografia de la fraccién Wu-Hx-H.

Fraccion H Eluyente-Proporcion Fracciones Clave Masa (g)
reunidas

1-30 CH,Cl, 100 % 1-4 Wu-Hx-HA 0.0575
31-38 CH,Cly-acetona 98:0.2 5 Wu-Hx-HB 0.0870
39-49 CH,Cl,-acetona 95:0.5 6 Wu-Hx-HC 0.1212
50-52 CH,Cly-acetona 95:5 7 Wu-Hx-HD 0.1191
53-54 CH,Cly-acetona 1:1 8 Wu-Hx-HE 0.1138
55 acetona 100% 9-13 Wu-Hx-HF 0.3914
56 MeOH 100% 14-20 Wu-Hx-HG 0.5655
21-38 Wu-Hx-HH 0.3704
39-49 Wu-Hx-HlI 0.1191
50-52 Wu-Hx-HJ 0.0336
53-55 Wu-Hx-HK 0.8335
56 Wu-Hx-HL 0.0937

Las fracciones Wu-Hx-HA (57.5 mg), Wu-Hx-HB (87 mg) y Wu-Hx-HC (121.2 mg) se
purificaron por CCF preparativa (CCFp) utilizando placas de gel de silice de 20x20 cm y
0.25 0 1 mm de espesor. El proceso de elucién se realizé con CH,Cl,-acetona 99:1 como
eluyente; la placa se eluyd 2 veces (2X). De las fracciones Wu-Hx-HA y Wu-Hx-HB se
obtuvieron cuatro fracciones (a-d) y de la fraccion Wu-Hx-HC cinco fracciones (a-e). De
Las fracciones Wu-Hx-HAc (7.7 mg), Wu-Hx-HBc (18.3 mg) y Wu-Hx-HCb (18.3 mg) se aislé
la mezcla de los compuestos (E) y (2)-2-geranil-6-metoxibenzoquinonas (verapliquinonas A
y B) (5, 6). Las fracciones Wu-Hx-HAb, Wu-Hx-HBb y Wu-Hx-HCa mostraron un perfil
similar por CCF, por lo que se reunieron (19.6 mg) y se purificaron por CCF preparativa
utilizando como eluyente CH,Cl, 100%, obteniendose tres fracciones (a-c). De estas, la
fraccion b (5.6 mg) se aislé la 1-O-acetil-3-geranil-5-metoxi-hidroquinona (1). Las
fracciones Wu-Hx-HD (119.1 mg) y Wu-Hx-HE (113.3 mg) se purificaron de manera similar
a las anteriores. De las fracciones Wu-Hx-HDa (27.3 mg) y Wu-Hx-HEa (39.8 mg) se
aislaron cantidades adicionales de las verapliquinonas A (6) y B (5) como mezcla
nuevamente. Mientras que de las fracciones Wu-Hx-HDc (33.5 mg) y Wu-Hx-HEb (13.6
mg), se aislé el wigandol (12).*
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SEPARACION DE LOS CONSTITUYENTES DE LA FRACCION Wu-Hx-I

La fraccion primaria Wu-Hx-l se separé por cromatografia en columna utilizando 60 g de
gel de silice como adsorbente y como eluyente mezclas de CH,Cl,-acetona en orden
creciente de polaridad (Cuadro 4).

Cuadro 4. Fracciones secundarias obtenidas de la recromatografia de la fraccion Wu-Hx-I.

Fraccion | Eluyente-Proporcion Fracciones Clave Masa (g)
reunidas

1-22 CH,Cl, 100 % 1-2 Wu-Hx-1A 0.0035
23-31 CH,Cl,-acetona 98:2 3-10 Wu-Hx-IB 2.0224
32-35 CH,Cly-acetona 95:5 11-13 Wu-Hx-IC 0.1247
36-44 CH,Cl,-acetona 9:1 14-18 Wu-Hx-ID 0.1192
45-53 CH,Cl,-acetona 7:3 19-24 Wu-Hx-IE 0.0979
54 CH,Cl,-acetona 1:1 25-36 Wu-Hx-IF 0.1989
55 acetona 100% 37-47 Wu-Hx-IG 0.4385
56 MeOH 100% 48-52 Wu-Hx-IH 0.2082
53-54 Wu-Hx-Il 0.0593
55 Wu-Hx-1 0.0384
56 Wu-Hx-IK 0.0695

La fraccién secundaria Wu-Hx-IB resultd ser la mayoritaria por lo que se decidié separarla
nuevamente por cromatografia en columna utilizando 100 g de gel de silice como
adsorbente y como eluyentes mezclas de hexano-CH,Cl, y CH,Cl,-acetona en orden
creciente de polaridad (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Fracciones terciarias obtenidas de la recromatografia de la fraccion Wu-Hx-IB.

Fraccion IB Eluyente-Proporcion Fracciones Clave Masa (g)
reunidas

1-22 hexano- CH,Cl, 1:1 1-12 Wu-Hx-IBA 0.0180
23-53 hexano- CH,Cl, 1:3 13-28 Wu-Hx-1BB 0.0136
54-61 CH,Cl, 100 % 29-36 Wu-Hx-I1BC 0.0494
62-68 CH,Cly-acetona 95:5 37-39 Wu-Hx-IBD 0.0244
69-74 CH,Cly-acetona 9:1 40-49 Wu-Hx-IBE 0.0564
75-77 CH,Cly-acetona 7:3 50-53 Wu-Hx-IBF 0.0144
78 acetona 100% 54-58 Wu-Hx-IBG 0.0308
79 MeOH 100% 59-61 Wu-Hx-IBH 0.1033
62-63 Wu-Hx-IBI 0.1061
64-65 Wu-Hx-IBJ 0.0962
66 Wu-Hx-1BK 0.0654
67-69 Wu-Hx-IBL 0.0356
70-71 Wu-Hx-IBM 0.2381
72 Wu-Hx-IBN 0.0995
73-76 Wu-Hx-IBO 0.4794
77 Wu-Hx-IBP 0.1487
78 Wu-Hx-1BQ 0.3038
79 Wu-Hx-IBR 0.1886

Las fracciones Wu-Hx-IBC (49.4 mg), Wu-Hx-IBD (24.4 mg) y Wu-Hx-IBE (56.4 mg) se
purificaron por CCFp utilizando como eluyente CH,Cl,-acetona (97:3). De las fracciones
Wu-Hx-IBCb (5 mg) y Wu-Hx-IBDc (10.8 mg) se aislé la [(1Z,6E)-3-hidroxi-3,7,11-
trimetildodeca-1,6,10-trien-1-il]-hidroquinona (2) , [a]p -3.0 (c 0.1,CHCI;). De la fraccion
Wu-Hx-IBEd (15.5 mg) se obtuvo la 2-[(12)-3-hidroxi-3,7,-dimetilocta-1,6-dienil]-
hidroquinona (4) [a],- 6.6 (c 0.2, CHCI3).>° De las fracciones Wu-Hx-IBCa, Wu-Hx-IBDa vy
Wu-Hx-IBD se aislaron cantidades adicionales de una mezca de las verapliquinonas Ay B
(5, 6).
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SEPARACION DE LOS CONSTITUYENTES DE LA FRACCION PRIMARIA Wu-Hx-J

La fraccion primaria Wu-Hx-J se separd por cromatografia en columna utilizando 20 g de
gel de silice como adsorbente y como eluyente mezclas de CH,Cl,-acetona en orden
creciente de polaridad (Cuadro 6).

Cuadro 6. Fracciones secundarias obtenidas de la recromatografia de la fraccion Wu-Hx-J.

FracciénJ Eluyente-Proporcion Fracciones Clave Masa (mg)
reunidas

1-9 hexano- CH,Cl, 1:1 1-12 Wu-Hx-JA 13.5
10-13 hexano- CH,Cl, 2:3 13-25 Wu-Hx-JB 8.4
14-18 hexano- CH,Cl, 3:7 26-33 Wu-Hx-JC 25
19-26 hexano- CH,Cl, 2:8 34-51 Wu-Hx-JD 45.1
27-42 hexano- CH,Cl, 1:9 52-61 Wu-Hx-JE 6.6
43-48 hexano- CH,Cl, 5:95 62-64 Wu-Hx-JF 6.0
49-59 CH,Cl, 100 % 65-70 Wu-Hx-JG 6.9
60-71 CH,Cl,-acetona 98:2 71-73 Wu-Hx-JH 33.7
72-75 CH,Cl,-acetona 95:5 74-77 Wu-Hx-JI 96.1
76-78 CH,Cl,-acetona 9:1 78-81 Wu-Hx-JJ 147.8
79-81 CH,Cl,-acetona 7:3 82-83 Wu-Hx-JK 98.1

82 CH,Cl,-acetona 1:1

83 acetona 100%

La fraccion Wu-Hx-JC (25 mg) se purificd por CCFp utilizando como eluyente CH,Cl,-
acetona 98:2 (2X). De la fraccion Wu-Hx-JCf se obtuvieron 4.2 mg de |la
geranilhidroquinona (10) y de la fraccion Wu-Hx-JCe (7 mg) después de purificarse
nuevamente, 3.4 mg del compuesto 10.

SEPARACION DE LOS CONSTITUYENTES LA FRACCION PRIMARIA Wu-Hx-K

La fraccidn primaria Wu-Hx-K se separé por cromatografia en columna utilizando 15 g de
gel de silice como adsorbente y como eluyente mezclas de hexano-CH,Cl, y mezclas de
CH,Cl,-acetona en orden creciente de polaridad (Cuadro 7).
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Cuadro 7. Fracciones secundarias obtenidas de la recromatografia de la fraccion Wu-Hx-K.

Fraccién K Eluyente-Proporcion Fracciones Clave Masa (mg)
reunidas

1-16 hexano- CH,Cl, 1:1 1-3 Wu-Hx-KA 6.7
17-24 hexano- CH,Cl, 2:8 4-8 Wu-Hx-KB 190
25-33 CH,Cl, 100 % 9-12 Wu-Hx-KC 37.7
34-41 CH,Cly-acetona 9:1 13-16 Wu-Hx-KD 46.2
42-51 CH,Cl,-acetona 8:2 17-20 Wu-Hx-KE 46.8
52-54 CH,Cly-acetona 7:3 21-27 Wu-Hx-KF 45.6
55-56 CH,Cly-acetona 1:1 28-32 Wku-Hx-KG 26.1
57 acetona 100% 33-35 Wu- Hx-KH 43.8
36-42 Wu-Hx-KI 21.8

43-50 Wu-Hx-KlJ 18.1

51-54 Wu-Hx-KK 13.3

55-57 Wu-Hx-KL 18.7

De la fraccion Wu-Hx-KB se obtuvo el flavonol rhamnazina (16) como un sdlido insoluble
en hexano-CH,Cl, (8 mg) con pf 203-208°C.>*

Extracto diclorometanico (Wu-DCM)

Del residuo del extracto diclorometdnico (19.38 g) se obtuvo el desacetilwigandol (3),
como un sdlido insoluble en CH,Cl; (1.56 g), con un punto de fusiéon de 165-167°C. Las
aguas madres se cromatografiaron en una columna de vidrio utilizando 200 g de gel de
silice como adsorbente y como eluyente mezclas de diclorometano-acetona de polaridad
creciente. Se obtuvieron 79 fracciones, las cuales se reunieron de acuerdo con la similitud
de sus componentes determinada por CCF, obteniéndose 16 fracciones primarias Wu-
DCM (A-P) (Cuadro 8).
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Cuadro 8. Fracciones primarias obtenidas del extracto diclorometanico (Wu-DCM).

Fraccion Eluyente-Proporcion Fracciones Clave Masa (g)
reunidas

1-41 CH,Cl, 100 % 1-2 Wu-DCM-A 0.1156
42-58 CH,Cl,-acetona 95:5 3 Wu-DCM-B 0.1974
59-63 CH,Cl,-acetona 9:1 4 Wu-DCM-C 0.2849
64-71 CH,Cl,-acetona 7:3 5 Wu-DCM-D 0.0883
72-74 CH,Cl-acetona 1:1 6-7 Wu-DCM-E 0.1571
75-77 acetona 100 % 8-9 Wu-DCM-F 0.2632
78-79 MeOH 100 % 10-15 Wu-DCM-G 2.9303
16-21 Wu-DCM-H 0.6327

22-33 Wu-DCM-I 0.3480

34-43 Wu-DCM-J 0.1560

44-45 Wu-DCM-K 0.8116

46-47 Wu-DCM-L 0.6208

48-57 Wu-DCM-M 1.1571

58-64 Wu-DCM-N 0.9088

65-75 Wu-DCM-0O 2.5520

76-79 Wu-DCM-P 1,2920

SEPARACION DE LOS CONSTITUYENTES DE LA FRACCION Wu-DCM-C

La fraccion primaria Wu-DCM-C se separd por cromatografia en columna, utilizando 10 g
de gel de silice como adsorbente y mezclas de hexano-CH,Cl, y de CH,Cl,-acetona como
eluyentes (Cuadro 9).
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Cuadro 9. Fracciones secundarias obtenidas de la recromatografia de la fraccién Wu-DCM-
C.

Fracciéon C Eluyente-Proporcion Fracciones Clave Masa (mg)
reunidas

1-6 hexano 100% 1-7 Wu-DCM-CA 15.4
7-14 hexano- CH,Cl, 7:3 8 Wu-DCM-CB 3.2
15-19 hexano- CH,Cl, 4:6 9-10 Wu-DCM-CC 21.2
20-23 CH,Cl, 100 % 11 Wu-DCM-CD 5.3
24-25 CH,Cl-acetona 95:5 12-13 Wu-DCM-CE 21.2
26 CH,Cl-acetona 1:1 14-15 Wu-DCM-CF 83.2
16-18 Wu-DCM-CG 63.8
19-23 Wu-DCM-CH 4.4
24 Wu-DCM-CI 9.2
25-26 Wu-DCM-CJ 26.2

Las fracciones Wu-DCM-CC (21.2 mg) y Wu-DCM-CE (21.2 mg) se purificaron por CCFp,
empleando como eluyente CH,Cl,. De la fraccion Wu-DCM-CC se obtuvo dos fracciones (a-
b) mientras que de la fraccion Wu-DCM-CE se obtuvieron cuatro fracciones (a-d). De la
fraccion Wu-DCM-CCa (5.3 mg) se obtuvo la globiferina (9), mientras que de la fraccidon
Wu-DCM-CEc (7.8 mg) se aisl6 el flavidulol A (7).

SEPARACION DE LOS CONSTITUYENTES DE LA FRACCION Wu-DCM-D

La fraccion Wu-DCM-D se purificé por CCFp, empleando las mismas condiciones de la
fraccion anterior y de la fraccion Wu-DCM-Dc (34.2 mg) se obtuvieron cantidades
adicionales de flavidulol A (7). La fraccion Wu-DCM-Dd se purificd por CCFp nuevamente
bajo las mismas condiciones. De la fraccion Wu-DCM-Ddb (4.2 mg) se aislé la 1-O-metil-2-
geranilhidroquinona (8).

FRACCION Wu-DCM-E

La fraccion Wu-DCM-E, se analizd espectroscopicamente por CCF identificdndose como
componentes mayoritarios la mezcla de las verapliquinonas Ay B (5, 6).
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SEPARACION DE LOS CONSTITUYENTES DE LA FRACCION Wu-DCM-F

La fraccion primaria Wu-DCM-F se separd por cromatografia en columna, utilizando 10 g
de gel de silice como adsorbente, y mezclas de hexano-CH,Cl, y de CH,Cl,-acetona como
eluyentes. (Cuadro 10).

Cuadro 10. Fracciones secundarias obtenidas de la recromatografia de la fraccién
Wu-DCM-F.

Fracciéon F Eluyente-Proporcion Fracciones Clave Masa (mg)
reunidas

1-17 hexano- CH,Cl, 1:1 1-4 Wu-DCM-FA 14
18-25 hexano- CH,Cl, 2:8 5-9 Wu-DCM-FB 28.8
26-29 CH,Cl, 100 % 10-16 Wu-DCM-FC 58.9
30-33 CH,Cl,-acetona 98:2 17-19 Wu-DCM-FD 104
34-36 CH,Cl,-acetona 95:5 20-25 Wu-DCM-FE 75.1
37 acetona 100 26-31 Wu-DCM-FF 24.6
32-34 Wu-DCM-FG 10.8
35-36 Wu-DCM-FH 15.3
37 Wu-DCM-FI 18.7

La fraccion Wu-DCM-FB (28.8 mg) se purificé por CCFp, empleando como eluyente CH,Cl,-
acetona (49:1). La fraccion Wu-DCM-FBc (7.5 mg) consistia de la mezcla de los compuestos
2y4,

Después de sucesivas CCF preparativas de la fraccion Wu-DCM-FC (58.9 mg) se obtuvo la
fraccion Wu-DCM-FCcab (3 mg), de la cual se aislaron cantidades adicionales del
compuesto 4 (2.0 mg) y de la fraccién Wu-DCM-FCcc (13.8 mg) se obtuvo wigandol (12).

Las fracciones Wu-DCM-FD (104 mg) y Wu-DCM-FE (75.1 mg) se purificaron por CCFp
utilizando CH,Cl,-acetona (24:1) como eluyente. Las fracciones Wu-DCM-FDd y Wu-DCM-
FEc se reunieron (5.4mg) y se obtuvo la farnesilhidroquinona (11).

De la purificacion de la fraccion Wu-DCM-FF (24.6 mg) por CCFp utilizando como mezcla
de elucién CH,Cl,-acetona (97:3) se aislé el compuesto 13.
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SEPARACION DE LOS CONSTITUYENTES DE LA FRACCION Wu-DCM-G

De la fraccién primaria Wu-DCM-G se obtuvo un sélido insoluble en CH,Cl, (664.7 mg) el
cual se separd por filtracion y se identificé por comparacién con una muestra auténtica
(CCF) como el desacetilwigandol (3). Las aguas madres (2.26 g) se separaron por
cromatografia en columna, utilizando 40 g de gel de silice como adsorbente, y utilizando
mezclas de hexano-CH,Cl, y de CH,Cl;-acetona como eluyentes. (Cuadro 11).

Cuadro 11. Fracciones secundarias obtenidas de la recromatografia de la fraccién
Wu-DCM-G.

Fraccion G Eluyente-Proporcion Fracciones Clave Masa (mg)
reunidas

1-12 hexano- CH,Cl, 1:1 1-3 Wu-DCM-GA 49.4
13-21 hexano- CH,Cl, 1:3 4-8 Wu-DCM-GB 40
22-30 CH,Cl, 100 % 9-10 Wu-DCM-GC 11.4
31-35 CH,Cl,-acetona 95:5 11-13 Wu-DCM-GD 23.9
36-40 CH,Cl,-acetona 9:1 14-18 Wu-DCM-GE 91.1
41-42 CH,Cl,-acetona 7:3 19-21 Wu-DCM-GF 69.6

43 acetona 100% 22-23 Wu-DCM-GG 100.9
24-25 Wu-DCM-GH 208

26 Wu-DCM-GI 91.6

27-31 Wu-DCM-GJ 50.7

32-34 Wu-DCM-GK 316.6

35-39 Wu-DCM-GL 90.8

40-42 Wu-DCM-GM 48.8

43 Wu-DCM-GN 94.9

La fraccion Wu-DCM-GG (100.9 mg) se purificé por CCFp, empleando como eluyente
CH,Cly-acetona 97:3. De la fraccion Wu-DCM-GFa (44.3 mg) se aislé el wigandol (12),
mientras que la fraccion Wu-DCM-GFb (26.7 mg) se obtuvo una mezcla de la
geranilhidroquinona (10) y el B-sitosterol.

La fraccion Wu-DCM-GH (208 mg) se purificé de forma similar utilizando CH,Cl,-acetona
(49:1) (2X) como eluyente. De esta fraccién se obtuvieron cantidades adicionales de
geranilhidroquinona (10) (121.2 mg).
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FRACCIONES Wu-DCM-Ly M

De la fraccion Wu-DCM-L se obtuvo la genkwanina (14) (68.6 mg) como un sélido insoluble
en CH,Cl,, mientras que de la fraccion Wu-DCM-M de igual forma se obtuvieron 18.9 mg
de cirsimaritina (15).

Extracto aceténico (Wu-Ace)

Del residuo del extracto de acetona se separd por filtracién un sélido (485 mg). Una
muestra de 115.2 mg de este sdlido se purificé por CCFp utilizando como sistema de
elucién CH,Cl,-MeOH (7:3). De la fraccién Wu-Ace-solido ¢, (33.7 mg) se obtuvo el 5-epi-
litospermdsido (17) con p.f. 217-220°Cy [a]p — 167 (c 0.1, H,0).

A las aguas madres (2.82 g) se les realizé cromatografia en columna sobre 23 g de gel de
silice. Se obtuvieron 14 fracciones las cuales se reunieron de acuerdo a su similitud en
CCF. (Cuadro 12).

Cuadro 12. Fracciones primarias obtenidas del extracto acetonico (Wu-Ace).

Fraccion Eluyente-Proporcion Fracciones Clave Masa (mg)
reunidas
1-6 acetona 100 % 1 Wu-Ace-A 1.5
7-14 MeOH 100% 2 Wu-Ace-B 13.6
3 Wu-Ace-C 28.4
4 Wu-Ace-D 499.7
5 Wu-Ace-E 123.4
6-10 Wu-Ace-F 779.9
11-14 Wu-Ace-G 170.5

La fraccion primaria Wu-Ace-F se acetilé con Ac,0/piridina. El producto de acetilacion se
separo por cromatografia en columna utilizando 10 g de gel de silice como adsorbente y
como eluyente mezclas de CH,Cl,-acetona en orden creciente de polaridad. (Cuadro 13).

Cuadro 13. Fracciones secundarias obtenidas de la recromatografia de la fraccién
Wu-Ace-F-AcO.
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Fraccién Eluyente-Proporcion Fracciones Clave Masa (mg)
F- AcO reunidas
14 CH,Cl, 100 % 1-5 Wu-Ace-F-AcO-A 3.6
5-8 CH,Cl,-acetona 98:2 6-7 Wu-Ace-F-AcO-B 44.8
9-14 CH,Cl,-acetona 95:5 8-9 Wu-Ace-F-AcO-C 39.9
15-21 CH,Cly-acetona 9:1 10-13 Wu-Ace-F-AcO-D 160.2
22-32 CH,Cl,-acetona 7:3 14-16 Wu-Ace-F-AcO-E 76
33-38 CH,Cl-acetona 1:1 17-20 Wu-Ace-F-AcO-F 43.7
39-45 acetona 100% 21-26 Wu-Ace-F-AcO-G 158.8
46 MeOH 100% 27-36 Wu-Ace-F-AcO-H 33.2
37-40 Wu-Ace-F-AcO-I 91
41-45 Wu-Ace-F-AcO-J 86.9
46 Wu-Ace-F-AcO-K 49.1

La fracciéon Wu-Ace-F-AcO-B (44.8 mg) se purificé aplicando la CCFp sobre gel de silice,
empleando como eluyente hexano-AcOEt (1:1). De la fraccion Wu-Ace-F-AcO-Bb se obtuvo

el pentaacetato de glucosa (9.5 mg) la cual se compard con una muestra auténtica.

La fraccidon Wu-Ace-F-AcO-D (160.2 mg) se purificé por CCF preparativa utilizando las
mismas condiciones anteriores y de Wu-Ace-F-AcO-Db (16.7 mg) se aisld el peracetato del

5-epi-litospermésido (24) como componente mayoritario.

Extracto metandlico (Wu-MeOH)

Del residuo del extracto metandlico (29.85 g) se separd un sélido insoluble en MeOH por

filtracion (132.6 mg) constituido por compuestos pigmetados principalmente. De la parte

soluble en metanol se tomaron 10.89 g y se separaron por cromatografia en columna

sobre 150 g de sephadex LH-20. Se obtuvieron 60 fracciones, las cuales se reunieron de
acuerdo a su similitud por CCF obteniéndose 17 fracciones MeOH (A-Q). (Cuadro 14)
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Cuadro 14. Fracciones primarias obtenidas del extracto metandlico (Wu-MeOH).

Fraccion | Eluyente-Proporcion | Fracciones Clave Masa (g)
reunidas

1-60 MeOH 100 % 1-7 Wu-MeOH-A 0.0557

8-12 Wu-MeOH-B 0.7445

13 Wu-MeOH-C 1.1665

14-17 Wu-MeOH-D 2.4684

18-25 Wu-MeOH-E 0.8327

26-28 Wu-MeOH-F 0.2879

29 Wu-MeOH-G 0.1420

30 Wu-MeOH-H 0.1001

31 Wu-MeOH-I 0.1326

32 Wu-MeOH-J 0.024

33 Wu-MeOH-K 0.0498

34-37 Wu-MeOH-L 0.2540

38-44 Wu-MeOH-M 0.8919

45-49 Wu-MeOH-N 0.5570

50-55 Wu-MeOH-O 0.1893

56-57 Wu-MeOH-P 0.0654

58-60 Wu-MeOH-Q 0.0529

Antes de reunir las fracciones que conformarian la fraccién Wu-MeOH-D se separaron
sélidos insolubles en MeOH, los que se identificaron como el 5-epi-litospermdsido (17) (60
mg) y mezclas de éste con sacarosa (18) (600 mg).
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Preparacién de derivados

Procesos de acetilacion:

La preparacion de derivados acetilados, se llevd a cabo de la manera convencional con
pequenas muestras (7 a 10 mg), utilizando anhidrido acético y piridina. En cada caso, se
dio seguimiento a la reaccion por CCF y al finalizar esta se elimind el excedente de piridina
y anhidrido acético mediante una corriente de nitrégeno. La mezcla de reaccion en los
casos que se requirio, se purific6 por CCFp obteniéndose el derivado acetilado
correspondiente. De este modo se obtuvieron los derivados monoacetilados de 2 y 4 (19)
vy (20) (5y 2 mg respectivamente), ademas del diacetato del producto 1 (22) (2 mg), el
diacetato del desacetilwigandol (23) (30 mg), el triacetato de la rhamnazina (21) (3.0 mg),
el peracetato del 5-epi-litospermdsido (24) (24.3 mg) y el diacetato de Ia
geranilhidroquinona (26) (11 mg).

Oxidacién del desacetilwigandol (3) y obtencidon de la globiferina (9):

Una muestra de 50 mg de desacetilwigandol (3) se disolvié en acetona y se le adiciond
MnO, (50 mg). Se dejé en agitacién a temperatura ambiente. Se siguid la reaccién por CCF
y finalizada ésta, se filtré el producto y se eluyd a través de una columna de gel de silice
para eliminar el MnO, residual. Se concentrd a presion reducida obteniéndose 42 mg del
compuesto 9.

Oxidacidén de la geranilhidroquinona (10) y obtencidn de la geranilbenzoquinona (25):

Se siguid el mismo proceso descrito anteriormente utilizando 16 mg de
geranilhidroquinona (10) para obtener 10.9 mg como geranilbenzoquinona (25).
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Pruebas bioldgicas:

Actividad atrapadora del radical libre 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH):

Se empled la metodologia descrita por Dominguez y colaboradores’? con algunas
modificaciones. El ensayo se realizd en placas de 96 pozos. Se colocaron 50 uL de la
solucién de cada compuesto y se adicionaron 150 pL de soluciéon etandlica de DPPH
133.33 uM obteniendo concentraciones finales de cada compuesto en el rango 5.62 a
56.23 pM. La placa se incubd a 37°C durante 30 minutos en oscuridad y con agitacion.
Después se midid la absorbancia de cada pozo a 515 nm en un lector de microplacas. La
muestra se ensayo por triplicado y los resultados se expresan como el promedio de los
tres experimentos independientes mds menos el error estdndar de la media. Como
estandar positivo se usd a-tocoferol, quercetina y BHT.

El porcentaje de reduccién del DPPH se midié de la siguiente forma:

DO control — DOexperimental
DO control

X 100 %

Donde DO control= densidad 6ptica del DPPH transcurridos 30 minutos
DO experimental = densidad dptica del compuesto mdas DPPH transcurridos 30 minutos.

Actividad inhibitoria de la proliferacion:

Se siguid el procedimiento utilizado en el Instituto Nacional de Cancer de Estados Unidos
en un ensayo colorimétrico utilizando sulforrodamida B.%

Se mide la viabilidad de las células para preparar la poblacion de células que se deposita
en cada pozo. Se realizé el cultivo de los diferentes tipos de células tomando 100 pl de
cada una en una placa de 96 pozos a 37° C en atmosfera de CO, al 5%. Posteriormente se
prepararon los platos basal (células sin tratar) y experimental (células tratadas) tomando
100 pul adicionales del farmaco a ensayar o 100 pl mas del cultivo celular (plato basal). Se
fijan las proteinas con una solucion de acido tricloroacético (TCA) al 50% por 60 minutos a
4°C, se lava con agua por tres veces y se deja secar por 24 horas. Pasado este tiempo se le
adiciona la sulforrodamida B (SRB) tifiendo las proteinas por 30 minutos, se lava con acido
acético para eliminar el exceso y se deja secar por 24 horas. Seguido a esto se disuelve con
una solucién Tris y se lee el valor de la densidad éptica a 515 nm.

El porcentaje de inhibicidon del crecimiento celular se midié de acuerdo a la siguiente
ecuacion:

B
% Inhibicion = 100 — [~ X 100]
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Donde A = células sin tratar

B = células mas tratamiento

Actividad antiinflamatoria en el modelo inducido con TPA:

Se siguié el procedimiento establecido por De Young® con algunas modificaciones.®® Se
utilizaron ratones machos de la cepa cinvestav (25-30 g). Los animales (n = 3) se
mantuvieron en cajas de acrilico a temperatura constante de 24°C con un fotoperiodo de
12 horas luz/12 horas oscuridad, con agua y alimento. Se anesteciaron con pentobarbital
sddico (35 mg/kg, IP) y se les aplicd 10 pl de una solucion etandlica de TPA (0.25 mg/ml).
Trascurridos 10 minutos en la misma oreja se aplicé 1 mg o umol del compuesto disueltos
en el vehiculo (acetona-agua). En la oreja izquierda (testigo) se aplicd solamente 10 ul de
etanol y 20 pl del vehiculo en el que se disolvié el compuesto. Cuatro horas después de la
aplicacién del TPA los animales se sacrificaron con CO, y se tomé una muestra de 7 mm de
diametro de ambas orejas.

Las muestras de las dos orejas se pesaron y su diferencia representa el edema.

El porcentaje de inhibicion se calculd de acuerdo con la siguiente ecuacion:

o C—-E
% Inhibicion = < X 100

Donde:
C= Edema del grupo tratado con TPA

E= Edema del grupo experimental (TPA + compuesto)
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Compuestos aislados

Compuestos fendlicos prenilados
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RESUMEN DATOS ESPECTROSCOPICOS, DATOS ESPECTROMETRICOS Y PROPIEDADES
FISICAS DE LOS COMPUESTOS AISLADOS.

A continuacidn se dan los datos para los compuestos descritos por primera vez en la
especie, ademas de las verapliquinona A y de los benzociclodecadienos aislados. Los
demas son compuestos reportados previamente en la especie de los cuales se conocen
muy bien sus datos.

1-0-acetil-3-geranil-5-metoxi-hidroquinona (1): Aceite amarillo; IR (sol. CHCI3) vimax 3544,
3021, 2930, 1729, 1605, 1466, 1437, 1230, 1203, 928 cm™*; RMN *H (CDCls, 400 MHz) y
RMN 3C (CDCls, 100 MHz) (Tabla 1); EM-IE m/z 318 (36), 276 (97), 191 (84), 154 (93), 153
(78), 123 (61), 69 (100), 41 (72).

2-((1Z,6E)-3-hidroxi-3,7,11-trimetildodeca-1,6,10-trien-1-il)hydroquinona (2): Aceite
amarillo; [a]o — 3 (c 0.1, CHCI3); IR (sol. CHCI3) vmax 3599, 3339, 2929, 2856, 1650, 1604,
1115, 1075 cm™; RMN *H (CDCls, 400 MHz) y RMN *3C (CDCls, 100 MHz) (Tabla 2); EM-IE
m/z 312 [M*-H,0] (5) 297 [M*-H,0- Me] (2), 260 (40), 161 (100).

Desacetilwigandol (3): Sélido blanco; p.f. 165-167°C; IR (KBr) vimax 3276, 2925, 1481, 1438,
1375 1286, 1226, 1182, 796, 745 cm™; RMN *H (CDCl3, 500 MHz) y RMN *C (CDCl5, 125
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MHz) (Tabla 4) ; RMN *H (acetona d-g, 500 MHz) y RMN **C (acetona d-g, 125 MHz) (Tabla
5); EM-IE m/z 244 [M*](90), 229 [M*- Me] (72), 136 (80), 69 (100).

2-((6E)-3-hidroxi-3,7,-dimetilocta-1,6-dienil)hidroquinona (4): Aceite amarillo; ; [a]p — 6.6
(c 0.2, CHCI3); IR (sol. CHCI3) vmax 3602, 3358, 3008, 2928, 1662, 1611, 1489, 1381, 1238,
1078; RMN *H (CDCls, 400 MHz) y RMN *3C (CDCls, 100 MHz) (Tabla 9); EM-IE m/z 244 [M*
-H,0] (48), 229, [M* -H,0- Me] (15), 161 (100), 69 (40).

Verapliguinona B (5): Acetite amarillo; IR (Sol. CHCI5) 2933, 2856, 1680, 1650, 1603, 1442,
1196, 1177, 1045 cm™; RMN *H (CDCls, 400MHz y RMN *3C (CDCl3, 100 MHz) (Tabla 15);
RMN *H (CsDg, 400MHz) y RMN 3C (C¢Ds, 100 MHz) (Tabla 16); EM-IE m/z 274 [M*] (8),
259 (1), 191 (100), 69 (2).

Verapliguinona A (6): Acetite amarillo; IR (Sol. CHCl3) 2933, 2856, 1680, 1650, 1603, 1442,
1196, 1177, 1045 cm™; RMN *H (CDCls, 400MHz y RMN *3C (CDCl3, 100 MHz) (Tabla 15);
RMN *H (C¢Dg, 400MHz) y RMN *3C (C¢Dg, 100 MHz) (Tabla 16); EM-IE m/z 274 [M*] (8),
259 (1), 191 (100), 69 (2).

Flavidulol A (7): Aceite amarillo-rojizo; IR (Sol. CHCI3) 3423, 2930, 2860, 1599, 1474,
1452,1258, 1239, 1076 cm™; RMN *H (CDCl3, 400MHz) y RMN *3C (CDCls, 100MHz)
(Tablas 7 y 8); EMIE m/z 258 [M*](100), 243 (22), 201 (13), 189 (22), 187 (18), 150 (27).

Wigandol (12): Cristales incoloros; p.f. 163-166°C; IR (KBr) 3473, 2934, 1741, 1435, 1374,
1244, 1204 cm™; RMN *H (CDCl3, 400MHz) y RMN *3C (CDCl5, 100MHz) (Tablas 7 v 8);
EMIE m/z 286 [M'] (10), 245 (52), 244 (100), 188 (50), 173 (44), 136 (43), 91(33), 43(38).

Rhamnazina (16): Sélido amarillo; p.f. 203-208°C; IR (sol. CHCl3) 3690, 3537, 2950, 1656,
1630, 1594, 1502 1225, 1219, 1160 cm™; RMN *H (acetona d-, 400 MHz), RMN *3C
(acetona d-g, 100 MHz) y RMN *H (CDCls, 400 MHz) (Tabla 10); EM-IE m/z 330 [M*] (100).

5-epi-litospermdésido (17): Agujas finas blancas; p.f. 217-220°C; ; [a]p — 167 (c 0.1, H,0); IR
(KBr) 3429, 3262, 2221, 1442, 1408, 1222, 1118, 1056, 1040, 999 cm™; UV (H50) Awax (log

€) 259 (4.33), 221 (3.85); DC (2.4 x 10°M, H,0) Avax (A€) 223 (+13.2), 260 (-17.2); RMN *H

(D,0, HDO: 4.78) y RMN *3C (D,0) (Tabla 13); RMN *H (DMSO-dg +D,0) y RMN **C (DMSO-
de) (Tabla 14); EM- IE m/z 329 [M*] (2), 149 [M*- Glu] (80).
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DISCUSION DE RESULTADOS

Identificacion espectroscépica

1-0-acetil-3-geranil-5-metoxi-hidroquinona (1):

El compuesto 1 se obtuvo como un aceite amarillo cuyo peso molecular de 318 uma fue
determinado por espectrometria de masas por impacto electrénico (EMIE). De su espectro
de IR se observan bandas de absorcién en 3544 y 1729 cm™ que confirma la presencia de
grupos hidroxilo y carbonilo en la estructura. (Espectro 8 anexos)

En el espectro de RMN-H (Espectro 1 anexos) se observan sefiales de un sistema AB en la
region de los protones aromadticos, como dos sefales dobles en & 6.47 y 6.50 con
constantes de acoplamiento meta (J = 2.8 Hz), correspondientes a 1H cada una. Lo
anterior indico la presencia de un anillo aromatico 1, 3, 4, 5 tetra-sustituido (Fig. 17).

~ =t o O
g 3¢ 5
) TroAT
Ry
R4 Rs
d(0=2.8Hz) H H d (J=2.8 Hz)
Ry

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T 7T T T T T T T T T
m T T I I I I I T

6.65 6.6 6.55 6.5 6.45 6.4 6.35 6.3

Figura 17. Representacidn de los protones aromaticos del anillo tetrasustituido en el
espectro de protén del compuesto 1.
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Se observan ademads dos sefiales tripes anchas, de dos protones vinilicos en 6 5.30 (/= 7.6
Hz) y 5.10 (J = 6.8 Hz); una sefial doble en 6 3.35 (J = 7.2 Hz) asignable a un metileno
bencilico a a un doble enlace; dos sefiales multiples en § 2.04 y 2.08 de metilenos alilicos y
tres sefales simples en 6 1.68, 1.69 y 1.60 correspondientes a metilos vinilicos. Las sefiales
anteriores sugieren la presencia de un grupo geranilo en la molécula. Otras sefiales en el
espectro, indicaron la presencia del hidrégeno de un OH fenélico (6 5.55, intercambiable
con D;0), un metoxilo aromatico (6 3.86) y un grupo acetato (6 2.26), lo que estd de
acuerdo con el patrén de tetra-sustitucion del anillo aromatico.

En el experimento COSY (Espectro 4 anexos) se observan acoplamientos spin-spin entre el
metilo vinilico, el protdn vinilico y el metileno alilico de cada unidad prenilica del grupo
geranilo en la estructura (Fig. 18).

1 ~
En el espectro de RMN 3C (Espectro 2 anexos) se observan 19 sefiales, las cuales fueron
asignadas a cuatro metinos, tres metilenos, cuatro metilos, y ocho carbonos cuaternarios,
de acuerdo con los experimentos DEPT y HSQC.

1. "‘;‘&::

Figura 18. Correlaciones observadas en el experimento COSY del geranilo.

En el espectro NOESY (Espectro 5 anexos) se pueden observar correlaciones entre los
protones del metoxilo en 6 3.86 ppm y el protdn aromatico en 6.50 ppm, asi como entre
el protén aromatico en 6.47 ppm con los protones del metileno bencilico en 3.35 ppm, el
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proton del metino vinilico en 6 5.30 y los protones del metilo del acetato en 2.26 ppm.
Ademas se observa la correlacion entre los protones en § 5.30 y 2.06, lo que sugiere una
configuracién E del doble enlace 2’ (Fig. 19y 20).

c5] 0869-20Me,40Ac,6GHQ_ICH NOESY (NOESY 1H/1H) CDCI3 400MHz X
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Figura 19. Efecto NOE observado entre el protén aromatico H-6 y el metoxilo.

10' 9

MeO

Figura 20. Efectos NOE observados en el protén aromatico H-2 y determinacion de la
configuracion E del doble enlace 2’ del compuesto 1.

Teniendo en cuenta las correlaciones observadas en el experimento NOESY se pueden
proponer dos estructuras probables:
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OH

OH
(¢} (e} O
- \’/
\H/CHS CHj3

(0] G

o)

Estructura parcial 1 Estructura parcial 2

F F

Donde G es un grupo geranilo, G = Vbb"

En el espectro HMBC (Espectro 7 anexos) se pueden observar las correlaciones *H- 3C, a
dos y tres enlaces (ZJC,H, 3JCH), entre los protones del metileno bencilico H-1' con los
carbonos C-2 y C-3 del anillo, lo que permitié su asignaciéon y confirmar la estructura
parcial 1 para el compuesto aislado (Fig. 21). A continuacion se muestran otras
correlaciones que permitieron establecer las posiciones relativas de los demas
sustituyentes en el anillo.

Figura 21. Correlaciones 'H-">C observadas en el espectro HMBC del compuesto 1.
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Tabla 1. Datos espectroscépicos de RMN (400 MHz, CDCl3) para el compuesto 1.

MeO

10'

9|

C/H 8¢ 84, mult. Jen Hz NOESY 'H-'H HMBC 'H-"*C
1 143.03 (C) - - -
2 114.03 (CH) 6.47 d (2.8) H-1’, H-2’, H-12’ -
3 127.72 (C) - - -
4 141.04 (C) - - -
5 146.18 (C) - - -
6 102.64 (CH) 6.50d (2.8) H-11’ C-4
1 27.69 (CH,) 3.35d (7.6) - C-2,C-3,C-4,C-2, C-3
2’ 121.39 (CH) 5.30ta (7.6) - -
3 136.91 (C) - - -
& 39.68 (CH,) 2.06 m - C-5'
5 25.56 (CH,) 2.10m - c-4'
6 124.27 (CH) 5.10 ta (6.8) H-8’ -
7 131.40 (C) - - -
8’ 25.67 (CH3) 1.68's H-6’ c-6,C-7,C-9’
o 17.69 (CH3) 1.60's - c-6,C-7’,C-8
10’ 16.09 (CH3) 1.69's - c-2,C-3, C-4
OMe 56.12 3.86s H-6 C-5
OAc 21.09, 170.05 2.26s H-2 C=0
OH - 5.55 - C-3,C-4,C-5

En el espectro de masas (Espectro 9 anexos) se observa el ién molecular en una relacién
masa carga (m/z) de 318 uma, el cual corresponde para una férmula molecular C19H;604,
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gue estd de acuerdo con la estructura propuesta. A continuacién se muestran los
fragmentos mas significativos del compuesto 1 (Fig. 22).

m/z=318

OAc

HO

MeO

1o m/z = 153

m/z=191
Figura 22. Fragmentos de masas del compuesto 1.

La revision de la literatura mostro la existencia del isdmero 1la aislado de Phacelia
ixodes,** del gue sdlo se describen sus desplazamientos de protén.

OAc

HO / /

OMe
Figura 23. Isdmero 1a aislado de Phacelia ixodes.

La comparacion de los datos de RMN 'H de ambos compuestos (Tabla 2) mostré ligeras
diferencias en el desplazamiento de varias sefales que sugieren que se trata de
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compuestos diferentes. De acuerdo con lo anterior, el compuesto 1 es un compuesto no

descrito en la literatura.

Tabla 2. Datos comparativos de RMN *H en CDCl; entre el compuesto 1y 1a aislado de P.

ixodes.
No. &u, mult. J en Hz &u, mult. Jen Hz A'H
400 MHz 90 MHz (*H compuesto 1 -
Compuesto 1. Compuesto 1a de 'H compuesto
Phacelia ixodes reportado)

1 - - -

2 6.47d (2.8) 6.31s 0.16

3 - - -

4 - - -

5 - - -

6 6.50d (2.8) 6.31s 0.19

v 3.34d (7.6) 3.17d (8.0) 0.17

2 5.30ta (7.6) 5.21t(8.0) 0.09

3’ - - -

& 2.06 m 2.06 m -

5’ 2.10m -

6’ 5.10ta (6.8) 5.09 m 0.01

7’ - - -

8 1.68s 1.68s 0

9 1.60s 1.60s 0

10’ 1.69s 1.68s 0.01
OMe 3.86s 3.71s 0.15
OAc 2.26s 2.28 -0.02
OH 5.55 5.40 0.15

2-[(1Z,6E)-3-hidroxi-3,7,11-trimetildodeca-1,6,10-trien-1-il]-hidroquinona (2):

El compuesto 2 se obtuvo como un aceite de color amarillo dpticamente activo, [a]p -3.0
(c 0.1, CHCI3). El espectro en el Infrarrojo mostré bandas caracteristicas para grupos
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hidroxilo en 3599 y 3339 cm™, para metilos y metilenos en 2929 y 2856 cm™, dobles
enlaces en 1650 y 1604 cm™ y enlaces C-O en 1115y 1075 cm™ (Espectro 17 anexos).

En el espectro de RMN-'H (Espectro 10 anexos) se observan tres sefiales en la region de
los protones aromadticos con desplazamientos 6 6.64 d (J = 8.8 Hz), 6.48 d (J = 2.8 Hz) y
6.57 dd (J = 8.4, 2.8 Hz), las cuales por su multiplicidad y constantes de acoplamiento
indican la presencia de un anillo aromatico trisustituido 1, 2, 4 (Fig. 24).
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Figura 24. Patrén de sustitucion del anillo aromatico en el compuesto 2.

En la region de los protones vinilicos, se observan dos sefales dobles caracteristicas de un
sistema AX en 6 6.27 y 5.60 (J = 10.0 Hz), las cuales debido a sus desplazamientos quimicos
y constantes de acoplamiento indican la presencia de un doble enlace con configuracién
cis. Se observan ademads sefiales asignables a otros dos protones vinilicos en § 5.10 (m) y
5.08 (m). Sefiales multiples en 6 2.10, 2.04, 1.96, 1.72 y 1.64 sugieren la presencia de
grupos metileno alilicos y tres sefiales simples en 6 1.67, 1.59 y 1.57 indican la presencia
de igual ndmero de metilos vinilicos. Finalmente, una sefial simple en & 1.36
correspondiente a un metilo terciario, que por su desplazamiento quimico, es probable se
encuentre enlazado a un carbono que soporta una funcién oxigenada.

El espectro de RMN *C (Espectro 11 anexos) mostré 21 sefiales, las cuales fueron
asignadas a siete metinos, cuatro metilenos, cuatro metilos, y seis carbonos cuaternarios,
de acuerdo con los experimentos DEPT. De estos ultimos, un carbono alifatico (6 77.10) y
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otros dos aromaticos (0 147.02 y 149.19), pueden ser asignados de acuerdo con sus
desplazamientos a carbonos que soportan funciones oxigenadas.

Los datos anteriores de RMN 'H y de °C, sugieren que el compuesto 2 debe ser una
hidroquinona monosustituida, derivada de la farnesilhidroquinona con un doble enlace
disustituido cis y un carbono cuaternario que soporta un alcohol y un metilo, en la cadena
lateral.

En el experimento NOESY (Espectro 14 anexos) se observa una correlacién entre el protén
del anillo aromatico con acoplamiento meta y un protdn del doble enlace disustituido, lo
gue sugiere que el doble enlace se encuentra a al anillo. La interaccidon entre los dos
protones del doble enlace corrobora la estereoquimica del doble enlace cis (Z) (Fig. 25).

Figura 25. Correlaciones NOE observadas entre el anillo aromatico y el doble enlace Z.

Ademas, se observa la interaccion entre el proton del doble enlace H-6' con los protones
del metileno H-8' que esta de acuerdo con la presencia del segundo doble enlace E en C-
6’ (Fig. 26).

Figura 26. Efectos NOE observados en la cadena prenilada y determinacidon de la
configuracion E del doble enlace C-6'.

Los acoplamientos a dos y tres enlaces (%, °J), observados en el experimento HMBC
(Espectro 16 anexos), confirman la posiciéon del doble enlace disustituido. En el espectro
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se observan las correlaciones entre el protén en & 6.27 (H-1’) con los carbonos C-1, C-2 y
C-3 del anillo aromatico y del protén en 5.60 ppm con C-2. (Fig. 27)

Figura 27. Correlaciones HMBC entre los protones del doble enlace cis y los carbonos del

anillo aromatico.

También se observan interacciones entre los protones del doble enlace cis y el carbono
cuaternario en 77.1 ppm y de este con los metilenos 4’ y 5, ademas de las interacciones
de los protones del grupo metilo en 8 1.36 con el carbono cuaternario, un carbono sp? (C-
2’) y un metileno (C-4°). (Fig. 28)

Figura 28. Correlaciones HMBC entre los protones a dos y tres enlaces con el carbono
cuaternario base de oxigeno.

Estas correlaciones fueron clave para establecer la conexién entre el doble enlace cis en la
cadena prenilada, el anillo aromatico y el carbono cuaternario base de oxigeno. Los datos
de RMN permiten establecer que el compuesto aislado debe ser un derivado de Ia
farnesilhidroquinona con la cadena lateral modificada, cuya estructura se estableci
como: 2-[(1Z,6E)-3-hidroxi-3,7,11-trimetildodeca-1,6,10-trien-1-il]-hidroquinona (2).

HO

CH3

Figura 29. Estructura compuesto (2).
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La revisidn en la literatura indicod que el compuesto 2, es un compuesto nuevo.

Tabla 3. Datos espectroscopicos de RMN (400 MHz, CDCls) del compuesto 2.

CHg

C/H 8¢ 84, mult. (J en Hz) CoSY H-'H HMBC 'H-"*C

1 147.02 (C) - - -

2 121.96 (C) - - -

3 112.83 (CH) 6.48 d (2.8) H-5 C-1,C-4,C-5,C-1

4 149.19 (C) - - -

5 115.37 (CH) | 6.57 dd (8.8, 2.8) H-6, H-3 C-1,C-3,C-4

6 116.68 (CH) 6.64 d (8.8) H-5 C-1,C-2,C-4

1 122.57 (CH) 6.27 d (10.0) H-2' c-1,C-2,C-3,C-3
2’ 130.97 (CH) 5.60 d (10.0) H-1' C-2,C-3,C-4, C-15'
3 77.10 (C) - - -

& 40.88 (CH,) | 1.72m, 1.64 m H-5’

5 22.60 (CH,) 2.10m H-4’, H-6' c-4,C-6",C-7

6 123.97 (CH) 5.10m H-5', H-14’ c-4,C-5, C-8', C-14’
7 135.29 (C) - - -

8’ 39.66 (CH,) 1.96 m H-9’ c-6, C-7, C-9', C-10,
o 26.67 (CH,) 2.04m H-8’, H-10’ c-7,C-8,C-10’, C-11’
10’ 124.32 (CH) 5.08 m H-9’ C-12’ C-13’

11 131.32 (C) - - -

12’ 25.67 (CHs) 1.67s - c-10’, C-11’, C-13’
13’ 17.66 (CH3) 1.59s - c-10’, C-11', C-12’
14’ 15.94 (CH3) 1.57s H6’ c-6,C-7’,C-8'
15’ 26.01 (CHs) 1.37s - c-2,C-3, C-4

En el espectro de masas determinado por IE (Espectro 18 anexos), no se observé el ién

molecular de 330 uma, sin embargo se observa el id6n de m/z 312 debido a la pérdida de
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una molécula de agua, caracteristico de los alcoholes terciarios. A continuacién se
muestran los fragmentos mas significativos.

— — e+
OH
OH \
OH
m/z=312
L — .
m/z=69
+
+ 0%
OH
m/z=161

Figura 30. Fragmentos del espectro de masas por |IE del compuesto (2).

La acetilacidon del compuesto 2 en Ac,O/py tras una hora de reaccion permitié obtener el
producto monoacetilado 19, lo que se confirmd por su espectro de masas donde se
observa un ion (M-H,0) de 42 unidades de masas mayor (m/z 354) que el del compuesto 2
(Espectro 83 anexos). En los espectros de RMN 'H (Espectro 81 anexos) se observa una
sefal simple en 2.26 ppm que integra para tres protones y de RMN B¢ (Espectro 82
anexos) las sefales de los carbonos en 6 21.07 y 169.85 del grupo metilo y carbonilo
respectivamente.

La asignacion de su posicion relativa del acetato, se realizé mediante analisis de los datos
de RMN H, en el cual se observa desplazamiento a campo bajo de las sefiales de los
protones 3 y 5 (+0.23 y +0.22 ppm, respectivamente) vecinos a la posiciéon 4 del anillo,
mientras que el protén de la posicion 6 del anillo sufre un ligero desplazamiento de +0.09
ppm. Esto indica que le grupo acetato esta en la posicidn 4 del anillo y ejerce un efecto de
desproteccidn sobre las posiciones 3y 5.
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Desacetilwigandol (3):

El compuesto 3 fue aislado como un sélido de color blanco insoluble en CH,Cl,y soluble en
acetona con punto de fusién 165-167 °C, cuyo peso molecular de 244 uma determinado
por EMIE, esta de acuerdo para una férmula molecular C16H»00,.

El espectro IR (Espectro 31 anexos) muestra bandas de absorcion caracteristicas de grupos
hidroxilo en 3275 cm™, ademas las bandas de absorcién en 1180 y 1220 cm™ para enlaces
c-0.

En el espectro de RMN-'H (Espectro 19 anexos) se observan dos sefiales dobles de un
sistema AB, en 6§ 6.54 y 6.52 con constantes de acoplamiento J = 8.0 Hz, las cuales indican
la presencia de un anillo aromatico tetrasustituido. Ademas una sefial doble ancha y una
sefal triple ancha en 6 5.27 y 5.11 respectivamente asignables a protones vinilicos,
sefales multiples en 6 1.77, 2.01 y 2.15 se asignaron a metilenos alilicos y dos sefiales
simples anchas en 6 1.60 y 1.69 se deben a dos metilos vinilicos. Se observa una senal
simple en 3.30 y sefiales en 3.31 dd (/ = 16.5, 12.0 Hz) y 3.76 da (J/ = 16.5 Hz). También una
sefal ancha en 4.44 ppm correspondiente a OH de grupos fendlicos

El espectro de RMN “3C (Espectro 20 anexos) presenta 16 sefiales, correspondientes a dos
metilos, cuatro metilenos, cuatro metinos y seis carbonos cuaternarios, de acuerdo con
los experimentos DEPT (Espectro 21 anexos) y HSQC (Espectro 24 anexos).

En el experimento COSY (Espectro 22 anexos) se observan correlaciones entre los metilos
vinilicos, los protones vinilicos, los metilenos alilicos y los metilenos bencilicos. Los
acoplamientos observados sugieren la presencia de una cadena prenilada derivada de un

/\)\/\/l\/”
Ar

Figura 31. Correlaciones 'H-'H en el experimento COSY del desacetilwigandol.

grupo geranilo. (Fig. 31)

Sin embargo solo se observan dos de los tres metilos vinilicos de la cadena de un geranilo.
Estos datos, asi como el patrén de sustitucidon del anillo aromatico sugieren que el grupo
geranilo se encuentra formando un ciclo mediante la unién de uno de los metilos
terminales con el anillo aromatico, dando origen a un benzociclodecadieno similar al
wigandol (12) aislado anteriormente de la misma especie.!***

Los datos anteriores permitieron identificar el compuesto como el desacetilwigandol (3),
el cual no ha sido aislado anteriormente de una fuente natural.
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En el experimento NOESY (Espectro 23 anexos) se observa la correlacién entre el protdn
vinilico H-7 y los protones del metilo H-15, mientras que en el otro doble enlace no se
observa correlacion con el grupo metilo pero si con el metileno H-9, permitiendo
establecer la configuracién de los dobles enlaces (Z)-C-6 y (E)-C-10, misma configuracidn
establecida en el wigandol (12) y los otros benzociclodecadienos aislados.

-=5 NODESY (1H/1H) 500MHz
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Figura 32. Efecto NOE entre el metilo 15y el protdn vinilico H-7 que establece la
configuracién Z del doble enlace en C-6.

La asignacion de los carbonos protonados se establecié por medio del experimento HSQC,
mientras que los carbonos cuaternarios se establecieron a través del experimento HMBC
(Espectro 25 anexos), permitiendo asi la asignacién completa de las sefiales de RMN en la
estructura. A continuacion se muestran las correlaciones observadas en el experimento
HMBC. (Fig. 33)
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Figura 33. Correlaciones *H- *C (HMBC) observadas en el desacetilwigandol (3).

Recientemente de Cordia globifera®’ se aislé la quinona denominada globiferina (9), la
cual al ser tratada con Na,S,0,4 dio como producto de reduccién la hidroquinona, cuya
estructura corresponde al desacetilwigandol (3). La comparacién de los datos
espectroscopicos del compuesto aislado de W .urens y del compuesto obtenido por
reduccién de la globiferina (9) indican que se trata del mismo compuesto (Tabla 19)
(Espectros 26 y 27 anexos). Sin embargo, varios desplazamientos quimicos en RMN 3C
publicados para el producto de reduccién de la globiferina (9), se encuentran
erroneamente intercambiados. Este es el primer reporte del desacetilwigandol como
producto natural.

A continuacién se muestran los fragmentos mas significativos:

OH
OH ! l
- m/z =244 -

s .

+

\)\/\)\
miz=136

OH +

o+

m/z =229

OH

m/z =161
m/z=175

OH

Figura 34. Fragmentos del espectro de masas por IE del desacetilwigandol (3).
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Tabla 4. Datos espectroscépicos de RMN en CDCl; para el desacetilwigandol (3).

C/H Sc Sy, mult.J en Hz COSY *H-'H HMBC 'H - 3C
125 MHz 500 MHz

1 143.65 (C) - - -

2 109.05 (CH) 6.54 d (8.0) H-3 C-1,C-4,C-13

3 109.32 (CH) 6.52d (8.0) H-2 C-1,C-4,C-14

4 144.93 (C) - - -

5 24.38 (CH,) 3.30s H-7, H-15 C-4,C-6,C-7, C-14, C-15

6 135.25 (C) - - -

7 117.99 (CH) 5.11 ta (8.5) H-5, H-8, H-15 C-5,C-8, C-15

8 24.73 (CH,) 2.01m H-7, H-9a, H-9b C-6, C-7,C-9, C-10

9 34.35 (CH,) 2.15m H-8 C-7,C-8, C-10, C-11

1.76m H-8

10 127.27 (C) - - -

11 119.27 (CH) 5.27 da (12.0) H-16, H-12a, H-12b C-9, C-12, C-13,C-16
12 23.40 (CH,) | 3.31dd (12.0,16.5) H-11, H-12b C-1,C-10, C-11, C-13, C-14

3.76 da (16.5) H-11, H-12a, H-16

13 122.39 (C) - - -

14 123.46 (C) - - -

15 18.33 (CH;) 1.60 s H-5, H-7 C-5, C-6, C-7

16 12.92 (CH;) 1.79s H-11, H-12a, H-12b C-9, C-10, C-11
OH - 4.43,4.45 ] }
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Tabla 5. Datos comparativos del desacetilwigandol aislado y el producto de reduccién de

la globiferina en acetona-ds.

C/H Desacetilwigandol aislado Producto de reduccién de la
globiferina
&c 6y, mult. Jen Hz 6c 64, mult. J en Hz
125 MHz 500 MHz 125 MHz 500 MHz
1 149.18 - 150.3 -
2 113.49 6.59d (8.5) 113.6 6.59d (8.6)
3 113.74 6.57 d (8.5) 113.4 6.57d (8.7)
4 150.39 - 149.1 -
5 28.84 3.20d (14.0) 28.7 3.20d (13.8)
3.42 da (14.0) 3.42d(13.8)
6 141.26 - 130.9 -
7 121.90 5.06 ta (8.5) 121.8 5.06 dd (7.2, 8.4)
8 25.44 1.99m 253 1.96 m
9 39.26 1.70t (12.0) 39.1 1.70t (11.9)
2.13dd (12.0, 6) 2.13dd (5.2, 11.6)
10 130.97 - 141.1 -
11 125.26 5.23 da (12.0) 125.1 5.23 dd (13.8, 1.8)
12 27.97 3.19dd (17, 12.0) 27.8 3.21dd (13.8, 16.7)
3.87 da (17.0) 3.87d (16.7)
13 126.58 - 127.6 -
14 127.75 - 126.5 -
15 22.85 1.59s 17.0 1.59s
16 17.09 1.78s 22.7 1.79s
OH - 7.64 sa - 7.61,7.63
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Flavidulol A (7) Wigandol (12) y Globiferina (9)

Los benzociclodecadienos son compuestos que pueden considerarse como derivados
ciclicos de la geranilhidroquinona, de los cuales solo son conocidos tres: el wigandol (12),

111345 iendo

el flavidulol A (7) y la globiferina (9), los cuales fueron aislados de W. urens,
el desacetilwigandol (3) el cuarto compuesto de este tipo que se aisla de esta especie y de
una fuente natural. El flavidulol A (7) ha sido aislado también de Lactarius flavidulus,*® una
especie de hongo comestible en Japdn, mientras que la globiferina (9) fue obtenida de
Cordia globifera.*’ En un trabajo previo, la globiferina (9), se aislé de W. kunthii (Sinénimo

W. urens) y nombrada inicialmente wigandiona®? (resultados no publicados).

En el presente trabajo, el flavidulol A (7) se aislé del extracto de diclorometano, mientras
qgue el wigandol (12) se aisld del extracto de hexano y diclorometano. El primero se
obtuvo como un aceite de color rojizo y el segundo como un sdélido cristalino. Estos dos
compuestos habian sido aislados e identificados en un trabajo previo de W. urens.*’
(Espectros 49-50 y 53-54 anexos)

Flavidulol A (7) Wigandol (12) Globiferina (9)

Figura 35. Flavidulol A (7), wigandol (12) y globiferina (9).

La globiferina (9) (Fig. 35), se aislo del extracto de diclorometano como un aceite rojo, el
cual absorbe fuertemente en el UV. Este compuesto fue aislado e identificado de W. urens

1213y posteriormente de Cordia globifera.”” A continuacién se

en dos trabajos previos
presenta una tabla con los datos comparativos entre el compuesto aislado y el compuesto

reportado de Cordia. (Espectros 51-52 anexos)
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Tabla 6. Datos comparativos de RMN en CDCl; de la globiferina aislada de W. urens y el
compuesto de Cordia globifera.

C/H Compuesto aislado Compuesto de Cordia globifera
&c 6y, mult. Jen Hz 6c 64, mult. J en Hz
75 MHz 300 MHz 125 MHz 500 VMIHz
1 188.19 (C) - 188.2 (C) -
2 136.49 (CH) 6.78 d (9.9) 136.5 (CH) 6.80(9.9)
3 136.10 (CH) 6.74d (9.9) 136.2 (CH) 6.76 (9.9)
4 187.93 (C) - 187.9 (C) -
5 27.25 (CH,) 2.90- 3.40m 27.3 (CH,) 2.99 seinal ancha
3.32 seflal ancha
6 137.77 (C) - 137.8 (C)
7 122.77 (CH) 5.10q (8.1) 122.8 (CH) 5.13dd (8.3, 8.3)
8 24.44 (CH,) 2.01-2.06 m 24.5 (CH,) 2.02 seial ancha
9 38.08 (CH,) 2.01-2.06 m 38.2 (CH,) 2.18 senal ancha
1.74 sefial ancha
10 132.95 (C) - 133.0 (C)
11 121.08 (CH) 5.10 q (8.1) 121.2 (CH) 5.09 dd (9.5, 7.3)
12 27.63 (CH,) 2.90-3.40m 27.7 (CH,) 3.13 senal ancha
3.64 sefial ancha
13 144.17 (C) - 144.2 (C) -
14 143.28 (C) - 143.3 (C) -
15 23.43 (CHs) 1.46s 23.5 (CH3) 1.49s
16 16.88 (CHs) 1.73 s 16.9 (CHs) 1.74s

En este trabajo, la globiferina (9) fue obtenida también como producto de oxidacion del
desacetilwigandol con MnO,. Los datos de ambos productos fueron idénticos al

compuesto natural.
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A continuaciéon se muestran dos tablas resumen de los datos de RMN de los 4

benzociclodecadienos aislados de W. urens donde se observan las similitudes y diferencias

entre ellos.

Tabla 7. Datos de RMN *H en CDCl; de los benzociclodecadienos aislados de W. urens.

H Oy, Mult.Jen Hz O, mult.J en Hz O, mult.J en Hz Oy, mult.J en Hz
Desacetilwigandol Flavidulol A 400 Wigandol Globiferina
500 MHz MHz 400 MHz 300 MHz
1 - - - -
2 6.54 d (8.0) 6.65d (8.7) 6.69d (8.5) 6.79d (9.9)
3 6.52d (8.0) 6.60d (8.7) 6.52d (8.5) 6.74d (9.9)
5 3.30s 3.30s 3.23 da (14.4) 3.20m
3.30da (14.4)
7 5.11 ta (8.5) 5.11t(8.3) 5.10 ta (8.4) 5.10q (8.1)
8 2.01m 20m 1.99 m 2.01m
9 2.15m 2.15m 2.14m 2.01m
1.76m 1.73 m 1.73 m
11 5.27 da (12.0) 5.26 da (12.0) 5.20 da (12.0) 5.10q(8.1)
12 3.31dd (16.5,12.0) | 3.23dd (17.0, 11.7) 3.29da (16.4) 3.20m
3.76 da (16.5) 3.91da (17.0) 3.41da(16.4)
15 1.60s 1.61s 1.57s 1.46s
16 1.79s 1.78 s 1.77 s 1.72s
OH 4.43,4.45 4.41s 5.12s -
OAc - - 2.30s -
OMe - 3.77 s - -
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Tabla 8. Datos comparativos de RMN *C de los benzociclodecadienos aislados.

H Oc 125 MHz dc 100 MHz dc 100 MHz dc 75 MHz

Desacetilwigandol Flavidulol A Wigandol Globiferina
1 143.65 (C) 152.13 (C) 142.85 (C) 188.19 (C)
2 109.05 (CH) 109.46 (CH) 119.98 (CH) 136.49 (CH)
3 109.32 (CH) 112.52 (CH) 113.53 (CH) 136.10 (CH)
4 144.93 (C) 148.90 (C) 153.01 (C) 187.93 (C)
5 24.38 (CH,) 28.35 (CH,) 28.39 (CH,) 27.25 (CHy)
6 135.25 (C) 139.32 (C) 139.26 (C) 137.77 (C)
7 117.99 (CH) 123.92(CH) 121.97 (CH) 122.77 (CH)
8 24.73 (CH,) 24.78 (CH,) 24.73 (CH,) 24.44 (CH,)
9 34.35 (CH,) 38.44 (CH,) 38.34 (CH,) 38.08 (CH,)
10 127.27 (C) 131.36 (C) 131.93 (C) 132.95 (C)
11 119.27 (CH) 124.13 (CH) 122.52 (CH) 121.08 (CH)
12 23.40 (CH,) 27.21 (CH,) 27.80 (CH,) 27.63 (CHy)
13 122.39 (C) 128.93 (C) 131.67 (C) 144.17 (C)
14 123.46 (C) 127.51 (C) 127.42 (C) 143.28 (C)
15 18.33 (CHs) 22.43 (CHs) 22.36 (CHs) 23.43 (CHs)
16 12.92 (CHs) 16.93 (CH3) 17.00 (CH3) 16.88 (CHs)

CHsCO - 20.86, 170.45 - -
OMe - - 56.43 -
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2-[(12)-3-hidroxi-3,7,-dimetilocta-1,6-dienil]-hidroquinona (4):

El compuesto 4 se obtuvo como un aceite amarillo [a],- 6.6 (c 0.2, CHCl3). En el espectro
de IR (Espectro 36 anexos) se observan bandas de absorcidén caracteristicas de grupos OH
en 3602 y 3358 cm™, grupos metilo, metileno y metino entre 3008 y 2908 cm™, para
dobles enlaces en 1662 y 1488 cm™ y finalmente la banda en 1238 cm™ caracteristica de
enlaces C-O.

El espectro de RMN *H (Espectro 33 anexos) fue muy similar al del compuesto 2. En él se
observan sefiales en la region de los protones aromdaticos que de acuerdo a la
multiplicidad y constantes de acoplamiento indican la presencia de un anillo aromatico 1,
2, 4 trisustituido, con sefiales en 6 6.64 d (J = 8.4 Hz), 6.57 dd (/=8.4, 2.8 Hz) y 6.48 d (J =
2.8 Hz). Ademas se observan dos sefales dobles de un sistema AB en la regidén de los
protones vinilicos 6 6.27 y 5.59 con constantes de acoplamiento de 10.0 Hz asignables a
un doble enlace disustituido a al anillo aromatico, como en el compuesto 2. Una sefial
triple ancha que integra para un protén en 5.08 ppm, ademds de sefales
correspondientes a dos metilenos en 6 1.71 y 2.10, dos metilos vinilicos en 1.57 y 1.66
ppm y un metilo en 1.36 ppm. Los datos anteriores, sugieren que el compuesto 4,
corresponde a un derivado de la geranilhidroquinona, similar al compuesto 2.

El espectro de RMN 3C (Espectro 34 anexos) confirmé lo anterior, ya que en él se
observan 16 sefiales correspondientes a seis metinos, dos metilenos, tres metilos y cinco
carbonos cuaternarios (uno de ellos un carbono sp® base de oxigeno), de acuerdo con los
experimentos DEPT. Los datos espectroscépicos permitieron identificar al compuesto 4
como la 2-[(12)-3-hidroxi-3,7,-dimetilocta-1,6-dienil]-hidroquinona, o 2-(12)-(3-hidroxi-3,7-
dimetilocta-1,6-dienil)-1,4-bencenodiol obtenido previamente de Cordia alliodora.>®

OH
\ CH3

HO CHs
CHs,
OH

Figura 36. Compuesto aislado de Cordia alliodora.

La comparacién de los datos de RMN *H y *C del compuesto aislado, y los del compuesto
reportado de Cordia, muestran que se trata del mismo compuesto. (Tabla 9)
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El espectro de masas (Espectro 37 anexos) muestra un pico correspondiente a la pérdida

de agua, en m/z 244 (M*-18) debido a la presencia del alcohol terciario al igual que en el

compuesto 2. A continuacidn se muestran los fragmentos mas significativos.

m/z=244

OH

OH

OH

m/z=262

m/z=229

o+
R —
m/z=69
o¥%
OH
m/z=161

Figura 37. Fragmentos del espectro de masas por IE del compuesto (4).
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Tabla 9. Datos espectroscopicos de RMN a 400 MHz en CDClz para el compuesto 4 y el
compuesto aislado de Cordia alliodora.

C/H Compuesto aislado Compuesto de Cordia alliodora
8¢ 6n, mult. J en Hz 6c 6x, mult. J en Hz
100MHz 400 MHz 125 MHz 500 MHz
1 146.96 (C) - 147.0 (C) -
2 121.96 (C) - 122.0 (C) -
3 112.84 (CH) 6.48 d (2.8) 112.8 (CH) 6.48 d (3.1)
4 149.22 (C) - 149.2 (C) -
5 115.39 (CH) 6.57 dd (8.4, 2.8) 115.4 (CH) 6.57 dd (8.7, 3.1)
6 116.68 (CH) 6.64 d (8.4) 116.7 (CH) 6.64d (8.7)
1’ 122.58 (CH) 6.27 d (10.0) 122.6 (CH) 6.27 d (9.8)
2’ 130.94 (CH) 5.59d (10.0) 131.0 (CH) 5.59d (9.8)
3 78.09 (C) - 78.1(C) -
& 40.86 (CH,) 1.71m 40.9 (CH,) 1.71m
5’ 22.70 (CH,) 2.10m 22.7 (CH,) 2.10 m
6’ 124.11 (CH) 5.08 ta (7.2) 124.1 (CH) 5.09 m
7 131.67 (C) - 131.7 (C) -
8 25.64 (CHs) 1.66 s 25.6 (CHs) 1.66s
9 17.60 (CHs) 1.57 s 17.6 (CHs) 1.57 s
10’ 25.98 (CH;) 1.36s 26.0 (CHs) 1.36s
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Rhamnazina (3’,7-dimetoxi-4’,5-dihidroxiflavonol) (16):

La rhamnazina (16) se aislé6 como un sélido amarillo insoluble en CH,Cl,, y soluble en
acetona con pf 203-208°C. El espectro IR (Espectro 62 anexos) muestra bandas de
absorcién caracteristicas para grupos hidroxilo en 3690 y 3537 cm™, asi como una banda
en 1656 cm™ debida a grupos carbonilo y bandas en 1219 y 1224 cm™ a enlaces C-O. El
espectro de masas por impacto electrénico mostré un ién molecular de m/z 330 que esta
de acuerdo para una formula molecular C17H1405.

En el espectro de RMN *H (Espectro 59 anexos) en acetona-dg se observan en la regién de
los protones aromaticos, dos sistemas de acoplamiento spin-spin. Un sistema AB en 6 6.33
y 6.72 con acoplamiento meta entre los protones con J = 2.4 Hz, y un sistema ABX con
sefales dobles en 7.02 (J = 8.4 Hz), 7.91 (J = 2.0 Hz) y una senal doble de dobles en 6 7.85
(/ = 8.4, 2.0 Hz). Los datos anteriores sugieren la presencia de un flavonoide sustituido en
las posiciones 5, 7 del anillo Ay 3, 4°del anillo B. Se observan ademas dos sefiales simples
en 6 3.93 y 3.94 que integran para tres protones cada una, las cuales son asignables a dos
grupos metoxilo.

1 ~ .
En el espectro de RMN 3C (Espectro 60 anexos) se observan 16 sefiales, para cinco
metinos, diez carbonos cuaternarios, ademas de una sefal de mayor intensidad asignable
a dos grupos metoxilo.

De acuerdo con los datos de masas y de RMN ' v B3¢, el compuesto 16 debe ser un
flavonol dimetoxilado. En el espectro NOESY, determinado en acetona-dg, no se pudo
establecer la posicion relativa de los dos metoxilos, ya que presentan desplazamientos
guimicos muy similares en el espectro de protdn. (Fig. 38).

| Il | I o

i
J
[

Figura 38. Correlaciones NOE observadas en acetona-des para la rhamnazina.
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En el espectro determinado en CDCl; (Espectro 55 anexos), las sefales de los grupos
metoxilo se resuelven mejor, observandose en 3.89 y 4.00 ppm. El experimento NOESY
determinado en CDCl; (Espectro 58 anexos), permitio asignar las posiciones relativas de
los grupos hidroxilo (intercambiables con D,0, Fig. 39) y metoxilo en el nucleo flavonoide.
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Figura 39. Intercambio de protdn por deuterio en los grupos OH al adicionar D,0.

En el espectro se observa la correlaciéon del metoxilo en 6 3.89 con los dos hidrégenos del
anillo A, lo que indica que este metoxilo debe encontrarse en la posicién 7. (Fig. 40)
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Figura 40. Efecto NOE entre los protones aromaticos del anillo A y el metoxilo.

Por otra parte la sefial del metoxilo en & 4.00 mostré correlaciéon con la sefial del protdn
aromatico con acoplamiento meta (H-2"), lo que significa que el segundo metoxilo debe
encontrarse en C-3’. (Fig. 41)
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Figura 42. Correlaciones observadas en el experimento NOESY para la rhamnazina.

Los datos de masas, de RMN H y 3¢, asi como los datos obtenidos en el experimento
NOESY permitieron proponer la estructura del flavonoide aislado como el 3’,7-dimetoxi-
4’ 5-dihidroxiflavonol (rhamnazina) (16).

La comparacién de los datos de RMN obtenidos, con los descritos en CDCl; y acetona-de
para la rhamnazina aislada de Gutierrezia repens®* estdn de acuerdo con la estructura
propuesta. (Tabla 10).
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Tabla 10. Datos de RMN *H y RMN *3C de la rhamnazina aislada de W. urens y la obtenida
de G. repens en CDCl; y acetona-ds.

C/H Rhamnazina asilada Rhamnazina de G. Rhamnazina Rhamnazina
acetona-dg, Repens, acetona-dg aislada de G. Repens
400 MHz 400 MHz CDCl; 400 MHz | CDCl; 200 MHz
3¢ 8y, m. J en Hz Bc. | 8, m. JenHz - &y &4
2 147.1 - 146.5 - - -
3 137.0 - 135.3 - - -
4 176.6 - 175.0 - - -
5 161.7 - 161.1 - - -
6 98.42 6.33d (2.4) 97.4 6.33d (2.0) 6.38 d (2.0) 6.36d (2.2)
7 166.7 - 165.8 - - -
8 92.98 6.72d (2.4) 92.0 6.80d (2.0) 6.50d (2.0) 6.48d (2.2)
9 157.8 - 156.9 - - -
10 104.8 - 103.9 - - -
1 122.9 - 121.9 - - -
2’ 112.2 7.91d (2.0) 111.2 7.90d (2.2) 7.81d (2.4) 7.7-7.8 m
3 148.3 - 147.5 - - -
& 149.8 - 148.9 - - -
5 116.1 7.02d (8.4) 116.0 7.02d (8.5) 7.06d (8.4) 7.02d (8.8)
6’ 123.6 | 7.85dd (8.4,2.0) | 122.6 | 7.86dd (8.5,2.2) | 7.77 dd (8.4, 2.4) 7.7-7.8 m
7-OMe | 55.54 3.93s 55.6 3.94s 4.00 3.97s
3’-Ome | 55.54 3.945s 55.5 3.95s 3.89 3.86s
3-OH - - - - 6.61 -
5-OH - 12.12 - 12.14 11.72 12.62
4’-OH - - - - 5.95 -
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(22)-2-[(4R,5R,65)-6-(B-D-glucopiranosiloxi)-4,5-dihidroxi-2-ciclohexen-1-iliden]-
acetonitrilo (5-epi-litospermdsido) (17):

El 5-epi-litospermdsido (17) se aislé como agujas muy finas blancas con punto de fusién
217-220°C y una rotacién o6ptica [a]p -167 (c 0.1, H,0). En el espectro IR (Espectro 79
anexos) se observan bandas de absorcidn en 3340 y 3350 cm-' debidas a la presencia de
los grupos OH en la molécula y una banda muy caracteristica en 2221 cm™ para triples
enlaces. Ademas de las bandas en 1039y 1055 cm™ debidas a enlaces C-O.

En el espectro de masas por IE se observa un ion molecular de m/z 329, el cual sugiere la
presencia de un nitrogeno en la estructura y una formula molecular C14H150gN.

En el espectro de RMN *H en D,O (Espectro 64 anexos) se observan dos sefiales dobles de
dobles en § 6.36 (J = 10.0, 1.6 Hz) y 6.06 (J = 10.0, 2.0 Hz) correspondientes a un doble
enlace cis, ademas de una sefial simple ancha asignable a otro protdn vinilico en 5.65
ppm. Se observan ademas una sefial triple en 6 4.98 (J = 2.4 Hz) y dos senales simples
anchas en 4.52 y 4.30 ppm, que por sus desplazamientos quimicos deben corresponder a
tres metinos que soportan funciones oxigenadas. La presencia de una sefial doble en &
4.74 (J = 7.6 Hz), asi como las sefiales correspondientes a la parte AB de un sistema ABX en
3.92(J=12.4,1.6 Hz) y 3.75 (/= 12.4, 5.6 Hz) y dos sefiales complejas en 3.52-3.56 y 3.43-
3.47 ppm que integran para dos protones cada una, estan de acuerdo con la presencia de
un glicésido.

En el espectro de RMN 3C (Espectro 65 anexos) se observan 14 sefiales asignables a once
metinos (ocho de ellos bases oxigenadas y tres vinilicos), ademas de un metileno también
base de una funcién oxigenada y dos carbonos cuaternarios, de acuerdo con los
experimentos DEPT y HSQC. La presencia de un carbono cuaternario en 118.73 ppm,
aunada a la absorcién en el IR a 2220 cm™, son indicativas de la presencia de un grupo
nitrilo (C=N). Los datos anteriores sugieren que el compuesto aislado, es un
cianoglucosido de tipo litospermdsido (17a) (Fig 49.)

El experimento COSY (Espectros 67 y 75 anexos) permitié establecer la conectividad entre
los protones vinilicos H-2, H-3 y H-7, asi como la conectividad con los protones H-4, H-5 y
H-6, de los metinos que soportan las funciones oxigenadas de la aglicona y entre los
protones del residuo glucosidico. (Fig. 43)
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Figura 43. Correlaciones *H-'H en el compuesto 17.

En el experimento NOESY (Espectro 68 y 76 anexos) se observa la correlacion entre los
protones vinilicos, centrados en 6 6.36, y 6.06 y entre el protén vinilico en 6 5.65 con el
protén en & 6.36 estableciendo la geometria Z del segundo doble enlace (Fig. 44). También
se observa la correlacion entre los protones base de oxigeno H-4, H-5 y H-6 sugiriendo que
los tres protones tienen la misma orientacion (Fig. 45).

OH

Figura 44. Efecto NOE y configuracién Z de los dobles enlaces y entre el protdn anomérico

H-1"y H-5, H-6.
/—\ I
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3 2
HO M H \/
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Figura 45. Efecto NOE observado en los protones H-3, H-4, H-5 de la aglicona.

La posicidn relativa de la unidn glucosidica se comprobd tanto en el experimento NOESY
como en el experimento HMBC. En el primero se observaron correlaciones NOE entre el
proton anomérico (H-1') y los protones H-6 y H-5 de la aglicona (Fig. 44), mientras que en
el HMBC (Espectros 78 anexos) se observan acoplamientos a larga distancia entre el
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protéon anomérico H-1" y el carbono C-6 de la aglicona, corroborando la posicién de la
unién glucosidica en este carbono. También, se observan los acoplamientos entre el
protén H-7 y los carbonos C-2, C-6, asi como con el carbono del grupo nitrilo (C-8) (Fig.
46).

/\\8
H CN

o
2 r
N
f OH
OH

Figura 46. Correlaciones HMBC del protén H-7 y del protdn anomérico H-1’.

A continuacién se muestran otras correlaciones observadas en el espectro HMBC, que
permitieron esclarecer la estructura del cianoglucésido 17.

[@)

(H OH
OH

Figura 47. Correlaciones H-2BCenel experimento HMBC del compuesto (17) en DMSO-ds.

En el espectro de masas por IE se observa el ion molecular en una relacion m/z 329 con
muy baja intensidad, mientras que el ion en m/z 149 generado por la pérdida de glucosa
ilustra la fragmentacion mas significativa de la molécula:

— -
CN

e+

NC

CN OH
| o 0 OH
OH
= -
HO M - Glu OH
OH
OH
OH OH
OH

m/z= 329

m/z= 149

Figura 48. Fragmentacion IE del compuesto 17.
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De acuerdo al nimero de centros estereogénicos presentes en la aglicona (3) se tendrian
ocho diasteroisémeros posibles. La revision bibliografica revelé datos para cuatro de ellos

existentes: litospermdsido>>>>>"°%% (griffonina)®, dasycarponina®’, riachina® y el 5-epi-
litospermdsido®°®®7°. A continuacién se muestran las estructuras de los diateroisémeros

conocidos.

Dasycarponina (17b) Riachina (17c)

Figura 49. Disteroisémeros del litospermdsido encontrados en la literatura.

El litospermdsido: (22)-2-[(4R,5S,6S)-6-(B-D-glucopiranosiloxi)-4,5-dihidroxi-2-ciclohexen-
1-iliden]-acetonitrilo (17a) (Fig. 49), es un cianoglicdsido que fue aislado primeramente en
1977 de Lithospermum officinale y L. purpureum-caeruleum. Su estructura establecida
como 6-0-B-D-glucopiranosil-1-cianometilen-4,5-dihydroxy-2-ciclohexeno y su
configuracion absoluta como (4R,5S,6S) en 1979. Posteriormente, ha sido aislado de

diferentes especies de las familias Boraginaceae,”>*’ 61,66 38,64

57,60,62,65

Fabaceae, Leguminosae
Ochnaceae,®® Ranunculaceae y Rosaceae.” Tiene un punto de fusién reportado de
278°-279 °Cy una rotacién éptica [a]p-138 (c 0.5, H,0)

La griffonina, fue aislada de Griffonia simplicifolia (Caesalpinaceae)® y su estructura

identificada posteriormente como litospermésido (17a) en 1979.

La comparacién de los datos de RMN 'H y C reportados en la literatura tanto en D,0
como en DMSO-ds para el litospermdsido, con los del producto aislado de W. urens,
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mostro diferencias significativas principalmente en los desplazamientos de H-4, H-5 y H-6
(Tablas 1-3 anexos). Entre estos, los valores de las constantes de acoplamiento reportadas
para el litospermdsido */55= 9.0 Hzy *J56= 8.0 Hz que indican una orientacién axial-axial
entre estas posiciones. Por lo tanto el dngulo diedro formado entre los protones H-4 y H-5
y entre H-5 y H-6 debe ser de 180°, esto sugiere que no debe haber corelacién NOE entre
estos pares de protones, como se muestra en la figura 46. Por el contrario el compuesto
aislado (17) presenta una *Jsg = 2.4 Hz indicando una orientacion axial-ecuatorial que
difiere a lo reportado en el litospermdésido. Sin embargo el espectro de dicroismo circular
del compuesto aislado 17 y el litospermdsido (Fig. 51), son similares sugieriendo que son
diasteroisdmeros.

226 nm

y
o

223 nm

200 50 300 350

Ox104

6 1 260 nm 250 m

g - A (nm) B T

Figura 50. a) Dicroismo circular compuesto aislado 17 b) Dicroismo circular
litospermdsido.

La dasycarponina: (22)-2-[(4S,5S,6S)-6-(B-D-glucopiranosiloxi)-4,5-dihidroxi-2-ciclohexen-
1-iliden]-acetonitrilo (17b) (Fig. 49), aislada de T. dasycarpum®’ en 1979 e identificada
como el 4-epi-lithospermosido; tambien muestra varias diferencias significativas en los
datos de RMN *H y *C (Tabla2 anexos) y en el valor de rotacién 6ptica [a]p -11 (c 0.6,
H,0) En el espectro de dicroismo circular se observan valores de absorcidn inversos al
compuesto aislado de W. urens, lo que sugiere que son diasteroisémeros (Fig. 51).
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Figura 51. a) Dicroismo circular del compuesto aislado 17 y b) dicroismo circular
reportado para la dasycarponina (17b).

La riachina: (22)-2-[(4S,5S,6R)-6-(B-D-glucopiranosiloxi)-4,5-dihidroxi-2-ciclohexen-1-
iliden]-acetonitrilo (17c), es otro cianoglicosido aislado recientemente de Bauhinia
pentandra,®’ (Fig. 49). Tiene un pf reportado, 221-223°C similar al compuesto aislado de
W. urens (217-220 °C) y una rotacién dptica [a]p+29 (MeOH). Los datos de RMN *H y RMN
13C también son muy similares a los del compuesto aislado, mientras que el valor de la
rotacion oOptica es de signo contrario (compuesto aislado [a]p-167 (c 0.1, H,0)). En el
espectro de dicroismo circular de la riachina se observan valores de absorcion inversos al
compuesto aislado 17. Lo anterior sugiere que la riachina y el compuesto aislado de W.
urens son diasteroisémeros (Fig. 52).

16 7 223nm 41
11 -
6 - 27
2 1 T T T Ae
-4 200 50 300 350
2
_9 4
14 - \
19 - 260 nm 210 240 270 300
A (nm) Wavelength, nm
a. b.

Figura 52. a) Dicroismo circular del compuesto aislado 17 y b) dicroismo circular
reportado para la riachina (17c).
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El cianoglicésido (22)-2-[(4R,5R,6S)-6-(B-D-glucopiranosiloxi)-4,5-dihidroxi-2-ciclohexen-1-
iliden]-acetonitrilo (17), fue aislado en 1983 de llex warburgii®® y en 2006 de Semiaquilegia
(2)-6a-(B-D-glucosyloxy)-4a,5a-
dihydroxy-2-cyclohexene-A"*acetonitrilo (17), la cual corresponde al diasteroisomero
4R,5R,6S de la riachina (17c). Sus datos de RMN, asi como el punto de fusion (221-223°C)
son muy similares a los reportados para la riachina, mientras que la rotacion éptica [a]p -

adoxoides.®®> Su estructura fue establecida como

247 (MeOH), es de signo contrario aunque de mayor valor absoluto.

Los valores de las constantes de acoplamiento entre los protones H-4, H-5y H-6, 314,5 =3.0
Hz y 3]5,6 = 3.0 Hz reportadas para el producto de I. warburgii coinciden con el valor
obtenido del producto aislado 17 315,6= 2.4 Hz indicando una configuracion axial-ecuatorial
entre estas posiciones como se observa en la figura 46.

Tabla 11. Datos comparativos del compuesto (17) y el compuesto aislado de /. warburgii
en D,0.

Compuesto aislado de W. urens Cianoglicdsido de llex warburgii®® Cianoglicésido de llex warburgii”®
p.f. 217-220°C (natural) (sintético)
[a]p =-167 (H,0) p.f.=221.223°C (producto no cristalizado)
400 MHz (D,0, ref. HDO 4.78) [a]p =-247 (MeOH) [a]p=-223 (MeOH)
RMN (D,0) 400 MHz (D,0, ref. HDO: 4.79)

No & 'H s C 5 'H A'H | 8%C | A"C & 'H A'H §C | AbC
1 - 155.57 - - 154.9 0.67 - - 155.48 | 0.09
2 | 6.36dd (10.0,1.6) | 128.22 | 6.37dd (10,2) | -0.01 | 126.2 2.02 6.36 0.00 128.13 | 0.09
3 | 6.06dd (10.0,2.0) | 137.03 | 6.06dd (10,2) | 0.00 | 138.1 | -1.07 6.07 -0.01 136.92 | 0.11
4 4.52m 68.39 450 m 0.02 68.3 0.09 | 4.50-4.54 | 0.00 68.30 0.09
5 4.30sa 70.09 4.30t(3) 0.00 69.1 0.99 | 4.29-433 | -0.01 70.00 0.09
6 4,98t (2.4) 76.71 4,95t (3) 0.03 76.4 0.31 4.97-5.01 | -0.01 76.69 0.02
7 5.65 sa 97.85 5.66 sa -0.01 | 96.3 1.55 5.66 -0.01 97.74 0.11

CN - 118.73 - - 117.1 1.63 - - 118.63 | 0.10
1 4.74 d (7.6) 101.17 4.95 -0.21 | 100.6 0.57 4.75 -0.01 101.04 | 0.13
2’ 3.43-347 m 73.51 - - 73.0 0.51 3.44-3.46 | 0.01 73.40 0.11
3 76.98 - - 76.9 0.08 76.90 0.08
4 3.52-3.56 m 76.60 - - 75.8 0.80 3.51-3.57 | 0.01 76.50 0.10
5 70.49 - - 70.2 0.29 70.38 0.11

6’'a | 3.92dd(12.4, 16) 61.58 - - 61.3 0.28 3.92 0.00 61.46 0.12

6’'b | 3.75dd (12.4 5.6) - - 3.75 0.00
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De acuerdo con los datos anteriores, tanto el punto de fusién como la rotacion éptica y los
datos de RMN *H y *C del compuesto aislado de W. urens, también son muy similares a
los del (2)-6a-(B-D-glucosiloxi)-4a,5a-dihidroxi-2-ciclohexen-A"*acetonitrilo (17) aislado
de llex warburgii y Semiaquilegia adoxoides,®>®® lo cual permite suponer que ambos
compuestos son iguales (Tabla 25) y por lo tanto la estructura del compuesto aislado de
W. urens debe corresponder al (22)-2-[(4R,5R,6S)-6-(B-D-glucopiranosiloxi)-4,5-dihidroxi-
2-ciclohexen-1-iliden]-acetonitrilo (5-epi-litospermésido) (17).

Por otra parte, la comparaciéon de los datos de RMN 'H y **C reportados para los
peracetatos del compuesto aislado de I. warburgii (tanto natural como sintetico) con los
del peracetato del compuesto obtenido de W. urens 24 (Espectros 84 y 85 anexos),
comprobaron la identidad de estos ya que resultaron ser iguales, mientras que los datos
del peracetato del litospermdsido resultaron diferentes sobre todo en las posiciones 4 y 5
de la aglicona (Tabla 12).
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Tabla 12. Datos comparativos de los peracetatos del compuesto aislado de W. urens y del

compuesto de . warburgii sintético en CDCls.

Peracetato del compuesto 17

Peracetato del 5-epi-lithospermdsido sintético.”®

(400 MHz, CDCl5) [a]p = -53 (CHCI3). | 400 MHz, CDCl; [a]p= -84 (CHCI3).

1H 13C 1H AlH 13C A 13C
1 - 151.02 - 151.17 -0.15
2 6.35 da (9.6) 129.21 6.33d (9.8) 0.02 | 129.38 -0.17
3 5.99 dd (9.6, 3.6) 131.32 5.98 da (9.8) 0.01 | 131.49 -0.17
4 5.63 dt (3.6, 1.2) 65.88 5.62-5.64 sa 0.00 | 66.03 -0.15
5 5.39 sa 67.97 5.33-5.38m 0.03 | 68.14 -0.17
6 4.80m 74.51 4.79-4.81 sa 0.00 | 74.90 -0.39
7 5.45 s 100.44 5.44 sa 0.01 | 100.63 -0.19
CN - 115.76 - - 115.93 -0.17
1 4.83d(7.6) 100.46 4.85d (7.5) 0.02 | 100.92 -0.46
% 5.20 m 70.78 5.13-5.25m - 70.95 -0.17
3 5.23m 72.80 - 72.97 -0.17
& 5.14m 68.01 - 68.18 -0.17
5 3.76m 72.16 3.73-3.78 m - 72.33 -0.17
6a | 4.35dd(12.4,2.4) 61.34 434dd(12.3,2.2) | 0.01 | 61.51 -0.17

6b | 4.10dd (12.4,4.4) 4.10dd (12.3,4.5) | 0.00
CH3CO 2.10 20.78 2.09 0.01 | 20.95 -0.17
2.09 20.64 2.08 0.01 | 20.81 -0.17
2.07 20.57(x2) 2.06 0.01 | 2074 -0.17
2.04 20.55(x2) - - 20.71 -0.16

2.03 2.02 0.01

2.00 1.99 (x2) 0.01
c=0 - 170.61 - - 170.81 -0.20
170.45 170.65 -0.20
170.18 170.38 -0.20
169.85 170.05 -0.20
169.29 169.49 -0.20
168.82 169.02 -0.20
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Tabla 13. Datos espectroscépicos de RMN en D,O para *H (400 MHz) y **C (100 MHz) para

el compuesto 17.

OH

C/H 8¢ 84, mult.J en Hz COSY ‘H-'H HMBC *H - *C
100 MHz 400 MHz
1 | 155.57(C) - - -
2 | 128.22(CH) | 6.36dd(10.0,1.6) H-3, H-4 c-1
3 | 137.03(CH) | 6.06dd (10.0,2.0) H-2, H-4 c-1
4 | 68.39 (CH) 4.52 sa H-2, H-3, H-5 C-2,C3
5 | 70.09 (CH) 4.30sa H-4, H-6 -
6 | 76.71(CH) 4.981(2.4) H-5, H-7 C-1,C-1,C-7
7 | 97.85(CH) 5.65 sa H-6 C-1,C-2,C-6,C-8
8 | 118.73 (CN) - - -
1’ | 101.17 (CH) 4.74d (7.6) H-2’ -
2’ | 73.51(CH) 3.43-3.47 m - -
3’ | 76.98 (CH) - -
4 | 76.60 (CH) 3.52-3.56 m - -
5 | 70.49 (CH) - -
6'a | 61.58 (CH,) | 3.92dd (12.4, 1.6) H-5 -
6'b 3.75dd (12.4, 5.6) H-5 -
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Tabla 14. Datos espectroscépicos de RMN en DMSO-dg para *H (400 MHz) y **C (100 MHz)
para el compuesto 17.

C/H Sc 8w, mult. J en Hz COSY 'H -'H HMBC 'H - **C
100 MHz 400 MHz
(DMSO-ds + D,0)
1 155.15 (C) - - -
2 | 126.26 (CH) | 6.19dd (10.0, 2.0) H-3, H-4 C-1, C-4, C-6, C-7
3 | 138.26 (CH) | 5.90dd (10.0, 2.4) H-2, H-4 C-1,C-5
4 | 67.56 (CH) 4.26 sa H-2, H-3, H-5 C-6
5 | 69.26 (CH) 4.02 sa H-4, H-6 C-1
6 | 75.79 (CH) 4.70t(2.0) H-5, H-7 C-1,C-1’, C-2, C-7
7 | 96.23 (CH) 5.60 sa H-6 C-1, C-2, C-6, C-8
8 | 117.29 (CN) - - -
1’ | 100.45 (CH) 4.45d (7.2) H-2’ C-3,C-6
2’ | 72.91(CH) 3.24dd (8.8, 7.2) H-1, H-3’ c-1
3’ | 76.38(CH) 3.191(8.8) H-2’, H-4' c-1’, C-2,
4 | 70.19 (CH) 3.03 dd (8.8, 8.4) H-3’, H-5' C-3', C-5'
5 | 77.06 (CH) 3.14m H-4”, H-6"a, H-6'b C-3',C-6'
6'a | 61.37(CH,) | 3.68dd (11.6, 2.0) H-5, H-6'b c-4
6'b 3.40 dd (11.6, 6.4) H-5, H-6'a C-4',C-5'

Verapliquinonas A y B:

Se obtuvo un aceite de color amarillo, en cuyo espectro IR se observan bandas de
absorcién en 1680, 1650 cm™, caracteristicas de grupos carbonilo y en 1628, 1456 y 1442
cm™, de dobles enlaces de una quinona. (Espectro 47 anexos).

En el espectro de masas por IE se observa un ion molecular de m/z 274 (M") el cual
corresponde a un compuesto de formula molecular de C;7H,,03 (Espectro 48 anexos).

En el espectro de RMN 'H en CDCl; (Espectro 38 anexos) se observan un cuarteto en &
6.44 (J = 2.0 Hz) compuesto y una sefial doble en 6 5.86 (J = 2.4 Hz), dos seiiales triples
anchas en 5.14 (J =7.2 Hz) y 5.07 (J = 6.8 Hz) correspondientes a protones vinilicos, una
sefial simple en 3.81 de un metoxilo. Se observa ademas una sefial doble en § 3.13 (J=7.2
Hz) asignable a un metileno bencilico, sefiales multiples en 2.06 y 2.08 ppm asignables a
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metilenos alilicos y tres sefales simples anchas en § 1.69, 1.62 y 1.60 asignables a metilos
vinilicos. Estas seis sefiales junto con las sefiales triples de los vinilicos en 6 5.14 y 5.07
sugieren la presencia de un grupo geranilo. Los datos anteriores estdn de acuerdo para la
2-geranil-6-metoxibenzoquinona (Verapliquinona A) (6), aislada anteriormenete de la
misma especie.*? Sin embargo, en el espectro se observan ademads sefiales extras como
son un cuarteto en 6 6.46 (J = 2.0 Hz) y tres sefiales simples anchas en 1.75, 1.65 y 1.59. Lo
anterior indica la presencia de otro compuesto muy similar, cuya diferencia se encuentra
en la geometria del doble enlace en 2’, que corresponde con la (2)-2-geranil-6-
metoxibenzoquinona (verapliquinona B) (5).

En el espectro de RMN **C en CDCl; (Espectro 39 anexos) se observan varias sefiales
duplicadas debido a la presencia de los isdmeros Z y E. Se puede observar para cada
compuesto 17 sefiales asignables a cuatro metilos, tres metilenos, cuatro metinos y seis
carbonos cuaternarios.

La mezcla de las E y Z-2-geranil-6-metoxibenzoquinonas verapliqguinonas A y B
respectivamente (6, 5), fue aislada por primera vez de una especie no identificada de un
tunicado del género Aplidium.* La comparacién con los datos espectroscopicos
publicados tanto en CDCl; como en CgDs, confirmaron la identificacién de éstas como los
compuestos aislados de W. urens. (Tablas 15y 16)

La integracidon del 4rea bajo la curva para los protones H-3, indica que la proporcion de los
isdmeros E:Z, en la mezcla es de 2:1.

En el experimento NOESY en CgDs (Fig. 53) (Espectro 44 anexos) se observan correlaciones
entre los protones del metilo en § 1.60 del compuesto minoritario y el protén vinilico H-2’
de la cadena del geranilo de acuerdo con la configuraciéon Z en la verapliquinona B (5)
mientras que en la verapliquinona A (6) se observa correlacién entre el protén H-2 y H-4
indicando la configuraciéon E de esta ultima. También se observa la correlacién ente los
protones del metilo terminal H-8’ con el protdn vinilico H-6" en 5.14 y 5.11 ppm en ambos
compuestos.
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Tabla 15. Datos espectroscopicos de RMN 400 MHz en CDCl; para las verapliquinonas Ay B.

C/H Compuesto mayoritario Compuesto minoritario Verapliquinona A Verapliquinona B
Oc oy, mult.J en Oc On, mult.J en Hz Oc On, mult.J en Hz Oc on, mult. ) en Hz
100 MHz Hz, 400 MHz 100 MHz 400 MHz 75 MHz 300 VIHz 75 MHz 300 MIHz
1 182.18 (C) - 182.13 (C) - 182.20 (C) - 182.20 (C) -
2 146.45 (C) - 146.74 (C) - 146.47 (C) - 146.47 (C) -
3 132.80 (CH) 6.44 q (2.4) 132.94 (CH) 6.46 q (2.4) 132.71 (CH) 6.43 dt (2.8, 2.2) 132.85 (CH) | 6.48dt(2.8,2.2)
4 187.71 (C) - 187.69 (C) - 187.70 (C) - 187.70 (C) -
5 107.15 (CH) 5.86d (2.4) 107.11 (CH) 5.86 (2.4) 107.17 (CH) 5.86d (2.8) 107.17 (CH) 5.86d (2.8)
6 158.88 (C) - 158.88 (C) - 158.90 (C) - 158.90 (C) -
1 27.13 (CH,) 3.13d(7.2) 26.93 (CH,) 3.13d(7.2) 27.13 (CH,) 3.12d(7.8) 26.96 (CH,) 3.12d (7.8)
2’ 117.72 (CH) | 5.14tq(7.2,1.2) | 118.44 (CH) | 5.14tq(7.2,1.2) | 117.75(CH) 5.13tq(7.6,1.2) | 118.46 (CH) | 5.13tq(7.6,1.2)
3 140.05 (C) - 140.05 (C) - 140.07 (C) - 140.07 (C) -
Vi 39.62 (CH,) 2.06 m 31.86 (CH,) 2.04m 39.63 (CH,) 2.03m 31.87 (CH,) 2.03m
5’ 26.43 (CH,) 2.05m 26.34 (CH,) 2.10m 26.43 (CH,) 2.03m 26.34 (CH,) 2.07 m
6’ 123.87 (CH) 5.07 t (6.8) 123.73 (CH) 5.07 t (6.8) 123.85 (CH) 5.08 ta (7.2) 123.85 (CH) 5.08 ta (7.2)
7’ 131.83 (C) - 132.03 (C) - 131.83 (C) - 131.83 (C) -
8 25.68 (CH;) 1.69 d (0.8) 25.70 (CHs) 1.65 sa 25.69 (CHs) 1.67 d (1.2) 25.69 (CHs) 1.64 d (1.6)
9 16.09 (CH;) 1.60 sa 17.64 (CH3) 1.59 sa 17.71 (CHs) 1.58 sa 16.10 (CHs) 1.57 sa
10° | 17.69 (CHs) 1.62 d (0.8) 23.44 (CH) 1.75q (1.2) 16.10 (CHs) 1.60d (1.2) 23.50 (CHs) 1.74 q (1.5)
OMe 56.27 3.81s 56.27 3.81s 56.27 3.80s 56.27 3.80s
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Tabla 16. Datos espectroscépicos de RMN 400 MHz en Cg¢Dg para las verapliquinonas Ay B

C/H Compuesto mayoritario Compuesto minoritario Verapliquinona A Verapliquinona B
Oc oy, mult.J en Oc On, mult.J en Oc On, mult.J en Hz Oc on, mult. ) en Hz
100 MHz Hz, 400 MHz 100 MHz Hz, 400 MHz 75 MHz 300 VIHz 75 MHz 300 MIHz

1 181.96 (C) - 181.92 (C) - 187.10 (C) - 187.10 (C) -

2 146.55 (C) - 146.81 (C) - 146.18 (C) - 146.18 (C) -

3 133.06 (CH) 6.36 q (2.4) 133.21 (CH) 6.39 q (2.0) 132.71 (CH) | 6.36dt(2.4,2.2) 132.71 (CH) 6.40dt (2.4, 2.2)
4 187.50 (C) - 187.47 (C) - 187.10 (C) - 187.10 (C) -

5 107.50 (CH) 5.43d (2.4) 107.50 (CH) 5.44d (2.4) 107.11 (CH) 5.42 d(2.4) 107.11 (CH) 5.44 d(2.4)

6 159.29 (C) - 159.29 (C) - 158.91 (C) - 158.91 (C) -

1 27.80 (CH,) 2.97d(7.2) 27.67 (CH,) 3.02 (7.2) 27.43 (CH,) 2.97 da (7.3) 27.43 (CH,) 3.02da (7.3)
2’ | 119.26 (CH) | 5.05tq (7.2, 1.2) | 119.97 (CH) 5.02 m 118.88 (CH) | 5.04tq (7.3, 1.1) 119.70 (CH) 5.04tq (7.3, 1.1)
3’ 139.77 (C) - 139.75 (C) - 139.40 (C) - 139.40 (C) -

vig 40.26 (CHy) 1.98m 32.38 (CH,) 1.98 m 39.89 (CH,) 1.98 ta (7.4) 32.05 (CH,) 1.98 ta (7.4)
5’ 27.10 (CH,) 2.07m 27.06 (CH,) 2.07m 26.73 (CH,) 2.07 q (7.4) 26.64 (CH,) 2.07 q (7.4)

6 | 124.88 (CH) 5.14 t (7.2) 124.74 (CH) 5.11t(7.2) 124.51 (CH) 5.13 ta (7.4) 124.51 (CH) 5.13 ta (7.4)
7’ 132.04 (C) - 132.16 (C) - 131.60 (C) - 131.60 (C) -

8 26.23 (CH;) 1.74 sa 26.20 (CHs) 1.65 sa 25.86 (CHs) 1.74 da (1.1) 25.86 (CHs) 1.65 da (1.4)
9 18.10 (CHs) 1.54 sa 18.03 (CHs) 1.53 sa 17.72 (CHs) 1.54 sa 15.89 (CH;) 1.52 sa
10° | 16.27 (CHs) 1.43 sa 23.75 (CHs) 1.60d (1.2) 15.89 (CHs) 1.42 da (1.1) 23.40 (CHs) 1.59 q (1.5)

OMe 55.45 2.82s 55.45 2.82s 55.03 2.80s 55.03 2.80s
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Compuesto mayoritario
verapliquinona A (6)

compuesto minoritario
verapliquinona B (5)

|
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Figura 53. Efectos NOE observados en las verapliquinonas Ay B.
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Figura 54. Fragmentos de masas de las verapliquinonas Ay B
Sacarosa (18):

De la fraccion Wu-MeOH-C y D se obtuvo un sélido que cristalizé de forma espontdnea en
metanol, con punto de fusién (178-180°C). El andlisis del espectro de RMN 'H vy la

comparacion por CCF con una muestra autentica de sacarosa, confirmé que se trata del
mismo compuesto (Fig. 55).

»'Qs._l Ret
e

Figura 55. Andlisis comparativo por CCF de la sacarosa aislada y una referencia.
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Tabla 17. Tabla resumen de los compuestos aislados de W. urens.

Compuestos reportados por primera vez de

Compuestos reportados previamente de W. urens

W. urens
OH OH
MeO = = MeO = = =
1 11
OAc @ OH
OH OMe OAc
A
OH
2
OH OH OH
OH OMe OAc H
O .
8 =
7~ "OH 17 CH
H OH 3
OH OH OH
OH HOH,C o o) OH
X Hao o ={ o MeO O
7 OHO HO O |
OH 4 CH,OH MeO 14
ot OH ° OH O
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MeO o O
|
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OH 15
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Pruebas bioldgicas:

Prueba de actividad captadora del radical DPPH:

La evaluacion preliminar de los compuestos mostrd los siguientes resultados:

Tabla 18. Evaluacion preliminar de la actividad captadora del radical DPPH.

Muestra Concentracion D.0.515 nm % de reduccion del
(1M) DPPH
DPPH 50 0.685 -
AGMB (acido 3-geranil-4- 50 0.644 5.94
metoxibenzoico)
Rhamnazina (16) 50 0.381 44.38
Compuesto 1 50 0.636 7.20
Compuesto 22 50 0.675 1.41
Wigandiona (9) 50 0.628 8.32
Geranilbenzoquinona (25) 50 0.555 18.93
Wigandol (12) 50 0.664 3.11
Desacetilwigandol (3) 50 0.107 84.38
Compuesto (23) 50 0.685 0.05
Geranilhidroquinona (10) 50 0.157 77.13
Compuesto (26) 50 0.677 1.12
5-epi-litospermosido (17) 50 0.672 1.90
Compuesto 24 50 0.668 2.43

De acuerdo a lo anterior, se observa que los compuestos desacetilwigandol (3),
geranilhidroquinona (10) y rhamnazina (16) muestran actividad significativa a la
concentracion utilizada. Por lo tanto, se decidid evaluarlos a diferentes concentraciones
para obtener los valores de ICso de estos tres compuestos.

Condiciones experimentales: Temperatura: 37 £ 2 °C; tiempo de incubacién: 30 * 2 min;
concentracion DPPH: 100 uM

Los valores representan el promedio de tres experimentos independientes (n=4) * error
estandar de la media. Los datos se sometieron un analisis de varianza (ANOVA) seguida
de una prueba de Dunnett para aislar grupos con diferencia significativa. Los valores de p
< 0.05 (*) y p £0.01 (**) se consideraron como diferencia significativa con respecto al
control.
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Tabla 19. Valores de ICsq de los tres compuestos evaluados y los estandares.

Muestra Concentracion Asisnm % de reduccion del IC 50 (M)
(»M) DPPH
Rhamnazina (16) Control 0.88+£0.03 - 58.11+3.49
(n=3) 17.78 0.75+0.04 14.77 £ 3.36
31.62 0.65+0.05 * 26.09+4.91
56.23 0.46 £0.04 * 47.70+5.71
100.00 0.14+0.04 * 84.07 +£7.60
177.83 0.06 +0.01* 92.54 + 0.36
Desacetilwigandol (3) Control 0.88 +0.04 - 38.58+1.99
(n=3) 5.62 0.84+0.03 4.64+3.21
10.00 0.76 £ 0.04 13.34+1.74
17.78 0.68+0.04 * 22.77+2.49
31.62 0.53+0.03 * 40.32+3.44
56.23 0.24+0.04 * 73.48 £+ 6.56
Geranilhidroquinona (10) Control 0.88+0.03 - 37.22+3.44
(n=3) 5.62 0.80+0.04 8.73+4.41
10.00 0.75+0.06 14.43 £ 6.66
17.78 0.68 +0.06 * 23.21+7.42
31.62 0.51+0.06 * 42.47 +7.74
56.23 0.27+0.04 * 69.50 £+ 5.71
a-Tocoferol (n=4) Control 0.741 +£0.018 - 31.74+1.04
13.34 0.609 £ 0.026 ** 17.96+1.74
17.78 0.553 £0.027 ** 25.51+2.02
23.71 0.488 £ 0.020 ** 34.31+1.80
31.62 0.400 £ 0.019 ** 46.13 £1.98
42.17 0.284 £0.017 ** 61.65+2.19
56.23 0.135 £ 0.009 ** 81.76 £1.11
74.13 0.106 £ 0.007 ** 85.79 £ 0.63
100.00 0.106 £ 0.007 ** 85.78 £ 0.58
Quercetina (n=4) Control 0.741 +£0.018 - 10.89 + 0.47
2.37 0.665 +0.017 * 10.37+0.32
3.16 0.642 £ 0.018 ** 13.46 +0.49
4.22 0.603 £0.019 ** 18.80 = 0.69
5.62 0.559 +0.018 ** 24.70 £0.92
7.50 0.509 £ 0.016 ** 31.42 +1.07
10.00 0.419 £0.014 ** 43.49+1.54
13.34 0.313 £0.018 ** 57.75+2.28
17.78 0.181 £0.024 ** 75.55+3.26
23.71 0.107 £0.003 ** 85.53+0.28
BHT (Butilhidroxitolueno) Control 0.737 £0.022 - 74.91+5.76
(n=3) 10.00 0.664 + 0.034 10.57£1.72
31.62 0.511 £0.029 ** 31.16 £+ 2.16
100.00 0.327 £0.026 ** 55.78 + 4.06
316.23 0.134 £0.014 ** 81.99+1.34
1000.00 0.123 £0.026 ** 83.58 +2.99
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Como se puede observar los tres compuestos evaluados desacetilwigandol (3),
geranilhidroquinona (10) y rhamnazina (16) presentan actividad captadora de radicales
DDPH comparable con los estdandares utilizados a-tocoferol y BHT. Se observa ademas que
al cambiar o reemplazar los grupos hidroxilo los cuales pueden donar un radical H y
reducir el DPPH la actividad disminuye significativamente como en el caso del diacetato de
la geranilhidroquinona y del diacetato del desacetilwigandol. De acuerdo a esto, se puede
explicar el hecho que los tres compuestos que conservan los OH fendlicos libres presenten
actividad.”

Actividad inhibitoria de la proliferacion celular:

La evaluacion preliminar sobre 6 lineas celulares mostré los siguientes resultados:

U251= glia de sistema nervioso central, PC-3= prostata, K562= leucemia, HCT-15= colon,
MCF-7= mama, SKLU= pulmdn, NC= No citotdxico.

Tabla 20. Evaluacion preliminar de la actividad inhibitoria de la proliferacion celular.

% de inhibicion del crecimiento por la linea celular
Muestra U251 | PC-3 | K562 | HCT-15 | MCF-7 | SKLU-1
AGMB (acido 3-geranil-4- 20.13 | 14.48 | 30.65 10.84 NC 15.79
metoxibenzoico)
Rhamnazina (16) 72.96 | 65.23 | 100 79.09 79.43 75.29
Compuesto 1 25.47 | 45.53 | 85.49 18.18 23.07 31.83
Compuesto 22 100 100 100 100 100 100
Wigandiona (9) 50.2 |[98.56 | 100 100 81.14 100
Geranilbenzoquinona (25) 90.07 | 77.4 100 45.29 46.86 78.23
Wigandol (12) 100 100 100 100 100 100
Desacetilwigandol (3) 80.23 | 100 100 82.23 73.67 100
Compuesto (23) 48.17 | 95.4 100 41.49 51.40 68.29
Geranilhidroquinona (10) 100 100 100 100 96.88 100
Compuesto (26) 100 100 100 100 90.24 100
5-epi-litospermosido (17) 11 10.3 | 31.2 19.97 24.55 7.389
Compuesto 24 0.94 NC 39.17 20.05 10.95 7.104
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Se observa que a excepcion del AGMB, el 5-epi-lithospermosido y su derivado acetilado 24
los demds compuestos presentan actividad citotdxica al menos sobre una linea celular a la
concentracion evaluada. Sin embargo, se necesitarian valores de ICsg para corroborar esta
actividad de acuerdo a las curvas de dosis-respuesta a concentaciones mas bajas vy
adicional a esto la evaluacion sobre lineas celulares no cancerosas para observar la
selectividad, lo cual se realizard en andlisis posteriores.

Actividad antiinflamatoria en el modelo inducido con TPA:

Se llevo a cabo la evaluacion preliminar de la actividad antiinflamatoria en el modelo de
inflamacién de oreja inducido con TPA mostrando los siguientes resultados:

Tabla 21. Evaluacidn preliminar de la actividad antiinflamatoria.

Muestra Dosis Edema Inhibicion
(umol/oreja) (mg) (%)
Control - 15.40+0.43 -
5-epi-lithospermosido (17) 1 13.6740.73 11.26
Indometacina ® 1 2.88+0.73%* 78.76%*

Los datos representan el promedio de tres animales * el error estandar de la media. Los
resultados se analizaron mediante una prueba de t de Student y los valores de p <0.05 (*)
y p <0.01 (**) se consideraron como diferencia significativa con respecto al control.

® control etanol:acetona 1:1= 14.75 +1.13 mg

De acuerdo a los resultados anteriores se observa que a pesar de que el compuesto tiene
actividad antinflamatoria es muy leve por lo que se decidié no continuar con analisis mas
detallados.
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CONCLUSIONES

De los extractos de W. urens se aislaron 18 compuestos dos de ellos (1 y 2) son
productos no reportados en la literatura. Otros seis (3-5, 16-18), son compuestos
descritos por primera vez en W. urens: tres derivados de la geranilhidroquinona: el
desacetilwigandol (3) y los derivados 4 y 5, ademds de un derivado de la
quercetina (rhamnazina) (16), un cianoglicdsido (5-epi-litospermdésido) (17) y
sacarosa (18). Ademas de 10 compuestos reportados previamente de la misma
especie.

De acuerdo a las correlaciones obtenidas en el experimento NOESY se pudo

. .y 1
establecer la configuracion Z y E de los dobles enlaces A° y A™ en los
benzociclodecadienos aislados.

Se obtuvieron seis derivados acetilados (19-24), ademas de los productos de
oxidacién del desacetilwigandol (3) (globiferina (9)) y la geranilhidroquinona (10)
(geranilbenzoquinona (25)) que ayudaron a confirmar las estructuras propuestas
de los productos naturales aislados.

Se obtuvo el desacetilwigandol (3) un benzociclodecadieno reportado por primera
vez como producto natural, y del cual se realizé la correccidn en la asignacion de
las sefiales de RMIN *3C reportadas en la literatura en acetona-de.

La diversidad estructural de los metabolitos aislados de Wigandia urens, estad de
acuerdo con el tipo de compuestos aislados de otros géneros pertenecientes a la
familia Hydrophyllaceae.

Los resultados de la evaluacién de la actividad antioxidante de 13 compuestos
(aislados y derivados), de los cuales tres de ellos mostraron poseer actividad
atrapadora del radical DPPH comparable con los estdndares utilizados: el
desacetilwigandol (3), la rhamnazina (16) y la geranilhidroquinona (10).

En cuanto a la actividad inhibitoria de la proliferacién celular se obsevé que varios
de los compuestos evaluados presentan buena actividad a 50 uM por lo que se
requieren estudios mdas detallados para determinar la ICsp y determinar su
potencial.
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Espectro 19. RMN 'H (500 MHz, CDCl5) para el desacetilwigandol (3).

916'9T —
LTETT_

1|

4l 92¢L've—

86€'L7—
9s€'97/

ESE'BE—

LvL'9L
oco.mmVl
9s2'Ls

So_mi
NNM_MSY

g66'1Z1

brzez1
F8E' 92T —
BSv'2z1/
DLZ'TET-—

EST'6ET—
Bro'LPl

mmm_mi
wdd K

TTT
DST %

Espectro 20. RMN 13C (125 MHz, CDCl5) para el desacetilwigandol (3).

105



150

% Ll L J“
——
O N (N ™
SN mo n woOMmMo o
QM mm ™ MmTNmMm
NN 0 ONFN O
o
o
~

3 1HLS34DW3OOMH1E1H‘: ‘m

] | A A 2 l L J

] 4] t

i « ) og

4

~N— [if] i

_ i

1

.

] go ] II" 6

R ] 8 @ ] ¥
- ‘

: 2 [

] . T
Ln—| ' N
i ] 1 8 4 Y T
] ] 1 @ I 3

2

] 2
o— . :‘r
- |
5_ T T T T T éu T T T T T T T T T T T T T T T T T |||'|£|
ppm o 6 4 2 0 % 120

Espectro 22. Experimento COSY en CDCl; para el desacetilwigandol (3).

106



.9
2

L]
vy
-DW-500MHz (1H

- -
1H11834

O

3:141834DWSOOMH2 (1H)
s A
- '] g -
a e
~—|
T -
<t —
b @
- £ ®
W
] 4&@
O—
. ;?
E
f=1 T T T I T T T T I T T T T I T
ppm 6 5 4

2]

00—
o —

Espectro 23. Experimento NOESY en CDCl; para el desacetilwigandol (3).

j—1834—DW—SOOMHz (1H)
MA A

0 100
o AT

100 80 60 40 2
PN T T  T HT SA H H T A A B

2
I

ppmt
]
2

I

-DW-500MHz (llCJ

|
13C-1834

—

o
=]
3
o
(¥, ]
B

AT

~—
oS-

Espectro 24. Experimento HSQC en CDCl; para el desacetilwigandol (3)
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Espectro 27. RMN *3C (125 MHz, acetona-dg) para el desacetilwigandol (3).
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Espectro 28. Experimento DEPT 135 en acetona-de para el desacetilwigandol (3).
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Espectro 29. Experimento HSQC en acetona-dg para el desacetilwigandol (3).
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Espectro 30. Experimento HMBC en acetona-ds para el desacetilwigandol (3).
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Espectro 33. RMN 'H (400 MHz, CDCl5) para el compuesto (4).
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Espectro 34. RMN 3¢ (100 MHz, CDCls) para el compuesto (4).
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Espectro 36. Espectro IR para el compuesto (4).
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Espectro 38. RMN 'H (400 MHz, CDCls) para las verapliquinonas B (5) y A (6).
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Espectro 39. RMN 3¢ (100 MHz, CDCl3) para las verapliquinonas B (5) y A (6).
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Espectro 41. RMN *3C (100 MHz, C¢Ds) para las verapliquinonas B (5) y A (6).

99Z°9T_
BEO'ST

et/
pSL'ET—

nw

¥0Z'92
£€2'92
£50°L¢
ootz
699°L2

008°zz
6LE°CE
09z'0¥

PSP'SS—

61201 —

5SZ'6TT
N@m.m:K
BEL'PTT
mmw.vﬁk
£89'821
PSO‘EET

bOZ'EET
wdd

]

Espectro 42. Experimento DEPT 135 en C¢Dg para las verapliquinonas B (5) y A (6).
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Espectro 43. Experimento COSY en C¢D¢ para las verapliquinonas B (5) y A (6).
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Espectro 44. Experimento NOESY en C¢Dg para las verapliquinonas B (5) y A (6).
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Espectro 45. Experimento HSQC en CgDg para las verapliquinonas B (5) y A (6).
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Espectro 46. Experimento HMBC en Cg¢Dg para las verapliquinonas B (5) y A (6).
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Espectro 47. Espectro IR para las verapliquinonas B (5) y A (6).
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Espectro 48. Espectro de masas por |.E. para las verapliquinonas B (5) y A (6).
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Espectro 49. RMN 'H (400 MHz, CDCl5) para el flavidulol A (7).
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Espectro 50. RMN 13C (100 MHz, CDCl3) para el flavidulol A (7).
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Espectro 51. RMN *H (300 MHz, CDCls) para la globiferina (9).
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Espectro 52. RMN **C (75 MHz, CDCl;) para la globiferina (9).
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Espectro 53. RMN 'H (400 MHz, CDCl5) para el wigandol (12).
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Espectro 54. RMN 13C (100 MHz, CDCl3) para el wigandol (12).
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Espectro 56. RMN 'H (400 MHz, CDCl; + D,0) para la rhamnazina (16).
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Espectro 57. RMN “°C (100 MHz, CDCls) para la rhamnazina (16).
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Espectro 58. Experimento NOESY CDCl; para la rhamnazina (16).
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Espectro 59. RMN 'H (400 MHz, acetona-dg) para la rhamnazina (16).
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Espectro 60. RMN **C (100 MHz, acetona-dg) para la rhamnazina (16).
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Espectro 62. Espectro IR para la rhamnazina (16).
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Espectro 64. RMN *H (400 MHz, D,0) para el compuesto (17).
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Espectro 66. Experimento DEPT 135 en D,0 para el compuesto (17).
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Espectro 67. Experimento COSY en D,0 para el compuesto (17).
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Espectro 68. Experimento NOESY en D,0 para el compuesto (17).
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Espectro 69. Experimento HSQC en D,0 para el compuesto (17).
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Espectro 70. Experimento HMBC en D,0 para el compuesto (17).
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Espectro 71. RMN 'H (400 MHz, DMSO-d¢) para el compuesto (17).
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Espectro 72. RMN 'H (400 MHz, DMSO-dg + D,0) para el compuesto (17).
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Espectro 73. RMN *3C (100 MHz, DMSO-dg) para el compuesto (17).

99¢'19—

TLS'29_
692'69~_
881'0L—
806'2L—
082'SLn_
8L€'9L -~
9so'ze/

912'96 —

£'00T—

9z'9z1—

9Z'8ET—
wdd

100

120

[T
ST %

T T T _

Espectro 74. Experimento DEPT 135 en DMSO-d¢ para el compuesto (17).
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Espectro 75. Experimento COSY en DMSO-dg para el compuesto (17).
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Espectro 76. Experimento NOESY en DMSO-d¢ para el compuesto (17).
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Espectro 77. Experimento HSQC en DMSO-d¢ para el compuesto (17).
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Espectro 78. Experimento HMBC en DMSO-dg para el compuesto (17).
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Espectro 79. Espectro IR para el compuesto (17).
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Data : Dr-Ouijanoleovig: ldo-268 Date : 18-Feb-2214 12:82
Sample: 217 MeOHIE IE7 Jeo!AXSESHR
Note :

Inlet : Direct Ton Mode : E1+
Soectrum Type : Normal lon [MF-Linear)
RT : B.93 min Scant : (13,31)
B° : m/z 69.8200 Int. : 6.43
Output m/z range : 0.0002 to 428.1782
€3

Cut Level : 8.22 %
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Espectro 80. Espectro de masas por |.E. para el compuesto (17).
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Espectro 81. RMN *H (400 MHz, CDCls) para el compuesto (19).
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Espectro 82. RMN *>C (100 MHz, CDCls) para el compuesto (19).
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[ Mass Spectrum 1
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Note :

: 21-Jan-2214 18:55

Inlet : Direct Ion Mode : EI+
Spectrum Type : Normal Ion [MF-Linearl
RT : @.62 min Scan# : (4,27)
BP : msz 203.2222 Int. : 27.52
Output m/z range : 2.2202 to 499.7033 Cut Level : B.22 %
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Espectro 83. Espectro de masas por |.E. para el compuesto (19).
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Espectro 84. RMN 'H (400 MHz, CDCls) para el compuesto (24).
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Espectro 85. RMN 3¢ (100 MHz, CDCl3) para el compuesto (24).
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Espectro 87. Espectro de masas por I.E. para el compuesto (24).

Tabla 1. Datos comparativos del compuesto 17, riachina y litospermdsido en DMSO-de.

Compuesto aislado
DMSO, 400 MHz

p.f=217-220°C

[a]o= -167 (H,0)

Riachin de Bauhinia pentandra®
DMSO, 500 MHz
p.f. =221-223°C
[alo= +29 (H,0)

Litospermésido de Cercis chinensis®
DMSO, 500 MHz

[a]p= -137 (DMSO-dg)

No | 8§'H | 86%cC & 'H AH e A & H AH 53¢ AC
1 - 155.15 - - 154.14 1.0 - - 155.3 0.1
2 6.20 | 126.26 | 6.17 0.03 | 125.09 | 1.17 6.21 -0.01 | 1259 -0.6
3 5.93 | 138.26 | 5.90 0.03 | 139.52 | -1.26 6.01 -0.08 | 138.1 0.2
4 424 | 6756 | 4.43s | 0.19 65.29 2.27 4.02 0.22 69.8 2.2
5 4.02 | 69.26 | 4.03s | 0.01 68.62 0.64 3.67 0.35 73.5 4.2
6 4.68 | 75.79 4.54 0.14 76.62 0.83 4.55 0.13 75.3 0.5
7 567 | 96.23 | 5.69s | -0.02 | 98.66 | -2.43 5.68 -0.01 96.8 -0.5

CN - 117.29 - 117.63 | -0.34 - - 117.1 0.2
1’ | 4.46 | 100.45 | 4.37 0.09 | 103.08 | -2.63 4.60 -0.14 | 102.3 -1.8
2’ | 324 | 7291 | 2.88m | 036 7334 | -0.43 3.16 0.08 73.0 0.1
3 | 317 | 76.38 | 3.12m | 0.05 76.82 | -0.44 0.01 76.5 0.1
4 | 302 | 7019 | 3.07m | -0.05 | 69.97 0.22 3.02 0.00 70.1 0.1
5 | 3.13 | 77.06 | 3.14m | 0.01 76.73 0.33 3.16 -0.03 76.9 0.2

6a | 342 | 6137 | 3.47m | -0.05 | 61.24 0.13 3.42 0.00 61.5 0.1

&b | 3.68 3.63m | 0.05 3.67 0.01
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Tabla 2. Datos comparativos de dasycarponina, griffonina y el compuesto aislado 17.

Compuesto aislado Dasycarponina de T. dasycarpum®’ Griffonina
de W. urens D,0, 90 MHz G. simplicifolia®
D,0, 400 MHz p.f 253-255°C D,0, 250 MHz
p.f 217-220°C [a]p=-11 (H,0) p.f 263-265°
[a]p=-167 (H20) [a]p=-149 (H,0)
No |6 '™H |[86%C |&'H A™H | 8°C AC §'H |A'H
1 - 155.57 - - 155.4 0.17 - -
2 6.36 | 128.22 6.35 0.01 | 128.5 -0.28 6.05 0.06 Inv.
3 6.06 | 137.03 6.05 0.01 | 139.8 -2.77 6.30 0.01 Inv.
4 4.52 | 68.39 4.28 0.24 68.1 0.29 4.25 0.27
5 430 | 70.09 | 3.1-4.0 - 79.4 -9.31 3.95 0.35
6 498 | 76.71 y - 72.0 4.71 4.80 0.18
4.6-5.0
7 5.65 | 97.85 5.70 -0.05 | 102.5 -4.65 5.57 0.08
CN - 118.73 - - 120.1 -1.27 - -
1 4,74 | 101.17 | 3.1-4.0 - 105.3 -4.13 4.11 -
2’ | 343 | 73,51 y - 75.6 -2.09 3.82 -
3 - 76.98 | 4.6-5.0 - 78.6 -1.62 3.45-3.8 -
3.47
4 | 3,52 | 76.60 - 71.3 5.30 -
5’ - 70.49 - 78.3 -7.81 -
3.56
6'a | 3.92 | 61.58 - 63.2 -1.62 -
6'b | 3.75 - -
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Tabla 3. Datos comparativos del compuesto 17 y el litospermdsido en D,0.

Compuesto aislado

p.f 217-220°C
[(1][)= -167 (HzO)

Litospermdésido de
L. purpureo™
D,0,(100 o 250 MHz)
p.f - 278-279°C
[a]p=-156 (H20)

Litospermdsido de
T. rugosum®’
p.f =272-274°C
D,0, 90 MHz
[a]p=-138 (H,0)

Litospermdsido sintético®
400 MHz D,0 (ref. HDO: 4.79)

pf =271°C
[(I]D= -148 (HzO)

No | & H 83 | 6™ |AH | 8B |a¥Bc |6 | A'H § 3¢ ABC | 6 H A'H §3c | ABcC
1 - 155.57 - - 155.9 | 0.33 - - 157.6 | -2.03 - - 157.60 | -2.03
2 6.36 | 128.22 | 6.37 |-0.01| 127.3 | 0.92 | 6.33 | 0.03 129.2 | -0.98 | 6.38 | -0.02 | 129.28 | -1.06
3 6.06 | 137.03 | 6.12 |-0.06 | 136.6 | 0.43 | 6.12 | -0.06 138.7 | -1.67 | 6.16 | -0.10 | 138.43 | -1.40
4 | 452 | 6839 | 430 | 0.22 428 | 0.24 76.2 -7.81 | 4.33 0.19 72.21 | 3.82
5 | 430 | 70.09 | 3.96 | 0.34 3.3- - 78.5 -8.41 | 3.99 0.31 76.19 | -6.10
6 | 498 | 76.71 | 4.86 | 0.12 4.1 - 72.3 4.41 | 4.89 0.09 78.05 | -1.34

y

4.7-

4.9
7 5.65 | 97.85 | 5.63 | 0.02 | 97.4 | 3.45 | 561 | 0.04 99.4 -15 | 567 | -0.02 | 99.40 | -1.55
CN - 118.73 - - 118 | 0.73 - - 120.1 | -1.37 - - 119.99 | -1.26
1 | 474 | 101.17 - - - - 3.3- - 104.9 | -3.73 | 4.92 | -0.18 | 104.83 | 3.66
2’ | 3.43- | 7351 - - - - 4.1 - 75.3 021 | 3.4- - 75.05 | -1.54
3 | 3.47 | 76.98 - - - - - 78.4 -1.42 | 3.6m - 78.40 | -1.42
4 | 3.52- | 76.60 - - - - - 72.3 4.3 - 78.15 | -1.55
5 | 356 | 70.49 - - - - - 78.3 7.81 - 71.97 | -1.48
6a| 3.92 | 61.58 - - - - - 63.5 3.95 0.03 63.13 | -1.55
6b | 3.74 - - - - - 3.77 0.03
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Tabla 4. Datos comparativos del compuesto 17 y el compuesto aislado de S. adoxoides e I. warburgii en D,0.

Compuesto asilado
D,0, 400 MHz

p.f 217-220°C

[a]p =-167 (H,0)
(ref. HDO: 4.78)

Cianoglicosido de
Semiaquilegia adoxoides®
D,0, 300 MHz
p.f.=222°C

[a]p=-241 (MeOH)

Cianoglicésido de Ilex warburgii®®
D,0

p.f. = 221.223°C

[a]p) =-247 (MeOH)

Producto sintético llex warburgii’®
D,0, 400 MHz

(producto aceitoso)

[a]p=-223 (MeOH)

(ref. HDO: 4.79)

No |6 H |6%5C 8§ |[A'H §3C |a®c |86H |AMH §3C | ABC & H AH | 6%8C ABc
1 - 155.57 - - 157.3 | -1.73 - - 154.9 | 0.67 - - 155.48 | 0.09
2 6.36 | 128.22 | 6.21 0.15 130.0 | -1.78 | 6.37 | -0.01 | 126.2 | 2.02 6.36 0.00 | 128.13 | 0.09
3 6.06 | 137.03 | 5.90 0.16 138.8 | -1.77 | 6.06 0.00 | 138.1 | -1.07 6.07 -0.01 | 136.92 | 0.11
4 452 | 6839 | 4.14 |Inv.0.16 | 71.2 | Inv.5 | 450 | -0.01 | 683 | 0.09 4.50-4.54 452 | 6830 | 0.09
-1.81 -0.02
5 430 | 70.09 | 435 | Inv.0.16 | 70.2 | Inv.4 | 4.30 0.00 | 69.1 | 0.99 4.29-4.33 431 | 70.00 | 0.09
-1.11 -0.01
6 498 | 76.71 | 4.73 0.25 783 | -1.59 | 4.95 0.03 76.4 | 0.31 4.97-5.01 499 | 76.69 | 0.02
-0.01
7 565 | 97.85 | 5.48 0.16 996 | -1.75 | 566 | -0.02 | 96.3 | 1.55 5.66 -0.01 | 97.74 | 0.11
CN - 118.73 - - 120.5 | -1.77 117.1 | 1.63 - - 118.63 | 0.10
1’ | 474 | 101.17 | 4.82 -0.08 | 1029 | -1.73 100.6 | 0.57 4.75 -0.01 | 101.04 | 0.13
2’ | 3.43- | 7351 | 3.36 72.2 - 73.0 | 0.51 3.44-3.46 0.01 | 73.40 | 0.11
3 3.47 | 76.98 | 3.29 78.7 - 76.9 | 0.08 76.90 | 0.08
4 | 352- | 76.60 | 3.31 71.1 - 75.8 | 0.80 3.51-3.57 0.01 | 76.50 | 0.10
5’ 3.56 | 70.49 | 3.39 75.2 - 70.2 | 0.29 70.38 | 0.11
6a | 3.92 | 6158 | 3.74 0.17 63.3 | -1.72 613 | 0.28 3.92 0.00 | 61.46 | 0.12
6b | 3.75 - - 3.75 0.00
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Tabla 5. Datos comparativos del compuesto 24 y los peracetatos del litospermésido, y el compuesto de /. warburgii en CDCls.

No Peracetato del compuesto aislado 5-epi-litospermdsido percetato sintético.”” 400 MHz, Litospermdsido peracetato sintético ®
400 MHz, [a]p = -53 (CHCls). CDCl; [a]p= -84 (CHCI3). 400 MHz, CDCls, [a]p = -100 (CHCI3).
lH 13C 1H A1H 13C A 13C 1H AlH 13C A 13C
1 - 151.02 - 151.17 -0.15 - - 150.76 0.26
2 6.35 da (9.6) 129.21 6.33d(9.8) 0.02 129.38 -0.17 6.30 da (10) 0.05 128.77 0.44
3 5.99 dd (9.6, 3.2) 131.32 5.98 da (9.8) 0.01 131.49 -0.17 5.98 dd (10, 3.6) 0.01 131.35 0.03
4 5.63t(4) 65.88 5.62-5.64 sa 0.00 66.03 -0.15 5.42- 5.46 m - 68.97 -3.09
5 5.39 sa 67.97 5.33-5.38 m 0.03 68.14 -0.17 5.26 dd (7.9, 5.8) 0.13 71.67 -3.70
6 4.80m 74.51 4.79-4.81 sa 0.00 74.90 -0.39 4.70dd (7.9 1.3) 0.10 73.99 0.52
7 5.45s 100.44 5.44 sa 0.01 100.63 -0.19 5.42-5.46 m 100.33 0.11
CN - 115.76 - - 115.93 -0.17 - - 115.68 0.08
iy 4.83 d (7.6) 100.46 4.85d (7.5) 0.02 100.92 -0.46 4.87 d (7.6) -0.04 101.88 -1.42
2 5.20m 70.78 5.13-5.25m - 70.95 -0.17 5.14-5.25m - 70.66 0.12
3 523 m 72.80 - 72.97 -0.17 - 72.77 0.03
4 5.14m 68.01 - 68.18 -0.17 - 68.15 -0.14
5 3.76m 72.16 3.73-3.78 m - 72.33 -0.17 | 3.74ddd (7.1, 3.4, 2.4) 0.02 72.19 -0.03
6'a 4.35dd (12.4, 2.4) 61.34 4.34dd (12.3, 2.2) 0.01 61.51 -0.17 4.36 dd (12.3 2.4) 0.01 61.32 0.02
6'b 4.10dd (12.4, 4.4) 4.10 dd (12.3, 4.5) 0.00 4.11dd (12.3,3.4) 0.01

CH3CO 2.10 20.78 2.09 0.01 20.95 -0.17 211 -0.01 20.88 0.10
2.09 20.64 2.08 0.01 20.81 -0.17 2.10 -0.01 20.85 -0.21
2.07 20.57(x2) 2.06 0.01 20.74 -0.17 2.09 -0.02 20.74 -0.17
2.04 20.55(x2) - - 20.71 -0.16 2.05 -0.01 20.62 -0.05
2.03 2.02 0.01 2.03 0.00 20.61 -0.06
2.00 1.99 (6 AcO) 0.01 2.00 0.00 20.48 0.07
Cc=0 - 170.61 - - 170.81 -0.20 - - 174.15 -3.54
170.45 170.65 -0.20 170.72 -0.27
170.18 170.38 -0.20 170.40 -0.22
169.85 170.05 -0.20 169.3116 0.54
169.29 169.49 -0.20 9.22 0.07
168.82 169.02 -0.20 169.05 0.23
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