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1. INTRODUCCION

Los productos naturales son compuestos orgdnicos que resultan del metabolismo secundario de
diversos organismos. Su distribucidn en la naturaleza estd restringida a un organismo especifico o a
cierto grupo de organismos relacionados filogenéticamente entre si.

Anteriormente, se creia que estas sustancias resultaban indtiles para el organismo productor,
que eran productos de desecho del metabolismo primario. Si bien el papel bioldgico de muchos de estos
compuestos es todavia desconocido, se sabe que algunos de ellos realizan funciones bastante concretas.
En las plantas, por ejemplo, estos compuestos intervienen en los mecanismos de defensa contra
depredadores, o bien atraen insectos polinizadores y dispersores. Asimismo, algunos microorganismos
excretan sustancias que afectan el desarrollo de otras especies. Los animales, a su vez, producen
sustancias involucradas en la atraccidon para el apareamiento. Estos productos son la expresién de la
adaptacion de los individuos.

Los productos naturales estan estrechamente relacionados con la medicina tradicional. Hasta
principios del siglo XIX la investigacidn fitoquimica se centré en drogas medicinales. Fue entonces cuando
se aislaron y purificaron diversos compuestos de origen vegetal con aplicaciones terapéuticas. Entre ellos
estan la morfina, un analgésico obtenido de la amapola, Papaver somniferum; la quinina, un antipirético
y antipaltudico obtenido de la quina, Cinchona ledgeriana; la efedrina, una vasoconstrictor obtenido de la
efedra, Ephedra spp.; o la vincristina, un antileucémico obtenido de Catharanthus roseus (sin. Vinca
rosea).

Morfina Efedrina Quinina

Figura 1. Algunos farmacos de origen natural.

Posteriormente, durante el siglo XX se elucidaron las estructuras de multiples sustancias, gracias
al desarrollo de las técnicas analiticas y espectroscdpicas. Esto dio lugar a un incremento en el nimero
de compuestos aislados y caracterizados, asi como en el nimero y la naturaleza de las especies
estudiadas: microorganismos, hongos, plantas y animales. Con esto se logré, ademads, identificar
compuestos con diversas aplicaciones potenciales, como medicamentos, aditivos alimenticios y
agricolas, perfumes o materias primas industriales, entre otras.



* INTRODUCCION

De igual forma, el estudio de productos naturales ha contribuido al desarrollo de nuevos
métodos y de nuevas estrategias de sintesis orgdnica, asi como al mejoramiento y la innovacién de las
metodologias analiticas para la separacién y la purificacién de productos naturales y su identificacién
mediante la aplicacién de técnicas espectroscdpicas, espectrométricas y cristalograficas.

Actualmente, la investigacion en productos naturales se enfoca no sélo al descubrimiento de
nuevos tipos de compuestos quimicos, sino a la caracterizacidon quimica de especies y, particularmente, a
la identificacion de compuestos con propiedades farmacoldgicas destacables y potencialmente
aprovechables. Por ejemplo, en el periodo de 1981 a 2010 se aprobaron 1355 nuevos farmacos. De
éstos, el 46 % estan relacionados con productos naturales. Por ejemplo, entre los compuestos que
exhibieron actividad anticancerigena, 62 % son productos naturales o provienen de ellos (Newman vy
Cragg, 2012).

Lo anterior, aunado a la permanencia hasta nuestros dias de la medicina tradicional como uno de
los principales recursos para el tratamiento de enfermedades en un nimero importante de paises,
confirma que la caracterizacion quimica de especies vegetales es un drea de investigacién de relevancia.
México cuenta con una de las floras mas ricas a nivel mundial, lo que se refleja en las numerosas
especies que son consideradas medicinales y empleadas para dichos efectos. Asi, cerca de 20 millones de
personas en el pais recurren a este tipo de medicina para aliviar sus padecimientos (Barbosa et al.,
2007). Entre las plantas utilizadas en la medicina tradicional mexicana son abundantes las especies del
género Physalis (Solanaceae). En oposicion, los estudios quimicos y farmacoldgicos realizados a dicho
género son todavia escasos.

En este marco se inscribe el presente trabajo, en el que se presentan los resultados del estudio
de la especie Physalis patula Miller, como una contribucidn al conocimiento de la composicidon quimica
de esta planta.
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Il. 1. Género Physalis

El género Physalis pertenece a la familia de las solanaceas y reldne entre 75 y 90 especies
(Whitson, 2005). Todas ellas son nativas de América, excepto Physalis alkekengi, que es originaria de
Japoén y China. Son plantas herbdceas anuales o perennes que crecen en climas templados o calidos, en
todo tipo de suelo. Sus frutos son pequeiios, de diversos colores (amarillo, naranja y morado oscuro) y se
encuentran cubiertos por un caliz. Si bien los frutos de algunas especies de Physalis son comestibles, sélo
cuatro de ellas son cultivadas con fines alimenticios: P. philadelphica, P. peruviana, P. grisea y P.
alkekengi; las dos primeras son de gran importancia econdmica.

México cuenta con al menos 70 especies del género Physalis y sus usos varian segun la region.
Algunas de estas especies se emplean en el tratamiento de padecimientos diversos, como desérdenes
gastrointestinales (P. aequata, P. ixocarpa), transtornos respiratorios (P. philadelphica, P. orizabae),
padecimientos hepdticos (P. aequata), piedras en la vesicula (P. heredifolia) o conjuntivitis (P.
nicandroides) (Santiaguillo y Blas, 2009).

El género Physalis se divide en cuatro subgéneros: Physalis, Physalodendron, Quincula y
Rydbergis. Este ultimo se divide en nueve secciones conocidas como Epeteiorhiza, Campanulae,
Coztomatae, Lanceolatae, Carpenteriae, Angulatae, Stellatae, Rydbergae y Tehuacanae (Martinez, 1999).
Las plantas de la seccién Epeteiorhiza son herbaceas anuales o perennes, con flores solitarias con forma
de campana, amarillas o verdosas. Sobre los pétalos presentan cinco maculas color morado, marrén o
verde. Sus frutos son bayas esféricas verdes, amarillas o marrén oscuro al madurar. Estan cubiertos por
un cdliz con forma de vejiga. Las semillas son de color amarillo dorado o marrén oscuro y se presentan
en mas de cincuenta por fruto. Las especies de esta seccidn son nativas del continente americano,
presentes desde el sur de Canada hasta el norte de Argentina. Algunas especies se han establecido ya en
otros continentes, como P. pubescens en Europa y P. cordata en Asia (Martinez, 1998).
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Il. 2. Quimica del género Physalis

Los withaesteroides o withandlidas son los metabolitos caracteristicos del género; se han aislado
de 22 de las 24 especies de Physalis analizadas hasta ahora (Zhang y Tong, 2016; Chen et al., 2011).
Recientemente, se ha descrito el aislamiento de diterpenos de tipo labdano de las especies P. coztomat!
(Pérez-Castorena et al., 2006), P. pruinosa (Arredondo, 2006), P. sordida (Pérez-Castorena et al., 2010) y
P. nicandroides (Maldonado et al., 2015).

De P. minima (Ser, 1988), P. ixocarpa (Matlawska et al., 1994), P. alkekengi var. franchetii (Qiu et
al., 2008) y P. angulata (Agustine y Ufuoma, 2013), entre otras, se han aislado flavonoides. De seis
especies de Physalis se han aislado ésteres de sacarosa y de P. philadelphica se han obtenido ceramidas
(Zzhang y Tong, 2016). Entre los constituyentes de plantas del género Physalis también se encontraron
otros tipos de metabolitos como esteroles, alcaloides, fenilpropanoides, lignanos y nucledsidos, entre
otros (Zhang y Tong, 2016).
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Figura 2. Diversidad de metabolitos aislados de especies de Physalis.
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Il. 3. Generalidades sobre metabolitos de Physalis
A. Flavonoides

Los flavonoides son compuestos polifendlicos ampliamente distribuidos en los vegetales. Su
nombre deriva de la palabra latina flavus, que significa amarillo. En efecto, los flavonoides constituyen
los pigmentos amarillos, rojos y azules de flores y frutos. Se han descubierto mas de 4.000 flavonoides.
Son particularmente abundantes en las asteraceas, rutaceas, fabaceas, umbelliferdceas y lamidceas
(Ayuso y Toro, 1999).

Los flavonoides y los estilbenos comparten su origen biosintético. Estos compuestos se producen
a partir de una molécula de 4-hidroxicinamoil-coenzima A y de tres moléculas de malonil-coenzima A
para formar un policétido que puede plegarse de dos formas (Fig. 4). La naturaleza de las reacciones
subsecuentes, ya sea reacciones alddlicas o de tipo Claisen, determina el patrén de oxidacion de los dos
anillos aromaticos tipico de ambos grupos de compuestos (Dewick, 2009).

Asi, los flavonoides poseen una estructura tipo Ce-C3-Cs organizada en dos anillos aromaticos
unidos por una cadena de tres carbonos. El anillo A se origina por la ruta del acetato mientras que el
anillo By la unidad Cs se originan por la ruta del siquimato.

. L]
(L

Figura 3. Flavano, nucleo estructural de los flavonoides.

Las chalconas son los precursores de una amplia variedad de compuestos flavonoides. La
mayoria de ellos estan conformados por un anillo heterociclico de seis miembros que resulta del ataque
nucleofilico tipo Michael del fenol sobre la cetona a,B-insaturada. Esta reaccién es estereoespecifica y
produce una (2S)-flavanona (Fig. 4). A su vez, las flavanonas sirven como esqueleto basico de las
flavonas, los flavonoles, las antocianidinas y las catequinas (Fig. 5). Las modificaciones del patréon de
oxidacion de los anillos aromaticos son comunes, pueden ocurrir también metilaciones, glicosilaciones y
alquilaciones.

Los flavonoides actian en las plantas de forma natural como agentes antimicrobianos,
atrayentes visuales para insectos polinizadores y como fotoprotectores, entre otras funciones. Ensayos
en laboratorio han mostrado que estos compuestos poseen, ademds, multiples actividades bioldgicas,
tales como analgésica, antiviral, anticancerigena, antimutagénica, antialergénica, citotdxica,
hepatoprotectora y antitrombdtica. Destacan asimismo sus efectos antiinflamatorios, antioxidantes e
inhibidores de la agregacion plaquetaria en humanos (Santos et al., 1998; Costa et al., 2003; Ueda et al.,
2004; Nakamura et al., 2003).
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B. Labdanos

Labdano es el nombre del esqueleto de un diterpeno biciclico que sirve como nucleo estructural
de una gran variedad de compuestos conocidos como labdanos o diterpenos labdanicos. Son llamados
asi pues fueron aislados originalmente del ladano (en inglés labdanum; en latin ladanum), una resina
producida por las hojas de la jara (Cistus ladanifer), empleada en jarabes para la tos y en la elaboracién
de perfumes (Cocker et al. 1956).

Figura 6. Esqueleto de los labdanos.

Los labdanos resultan de la adicidn electrofilica de una unidad de difosfato de isopentenilo (IPP)
a una molécula de difosfato de farnesilo (FPP) para dar difosfato de geranilgeranilo (GGPP). Las
reacciones de ciclacién intramoleculares del GGPP generan las variantes estructurales de los diterpenos.
Cuando el doble enlace de la cabeza de la molécula se protona, tiene lugar una secuencia de ciclaciones
concertadas que resultan en la formacién de los difosfatos de labdadienilo (Fig. 7).

FPP AN AN AN

) Difosfato de
“H (-)-labdadienilo

-

- Difosfato de
“H (+)-labdadienilo

Figura 7. Formacion de las series de labdanos a partir de FPP.
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El plegamiento del sustrato sobre la enzima determina la estereoquimica. Como consecuencia se
generan dos series de compuestos con configuraciones opuestas en los carbonos C-5, C-9 y C10. La mas
comun es la del difosfato de (+)-labdadienilo o (+)-copalilo, en la que la fusion de los anillos Ay B es
idéntica a la de los esteroides. Los compuestos con esta configuracién reciben el nombre de labdanos.
Aguellos que presentan configuraciones opuestas reciben el nombre de ent-labdanos (enantioméricos) y
provienen del difosfato de (-)-labdadienilo o (-)-copalilo.

Los labdanos son un grupo de compuestos que poseen diversas actividades bioldgicas. Por
ejemplo, labdanos de Alpinia nigra presentan actividad antibacterial (Ghosh et al., 2013). Ademas,
inhiben la actividad de la a-glucosidasa (Ghosh y Rangan, 2014). Diterpenos de Salvia sharifii (Farjam et
al., 2013) presentan actividad citotdxica, mientras que los obtenidos de Andrographis paniculata
reducen la presién de perfusion coronaria en humanos (Awang et al., 2012) e inhiben el crecimiento de
la bacteria Helicobacter pylori (Shaikh et al., 2016). Asimismo, labdanos obtenidos de Leonotis leonurus
han mostrado actividad psicoactiva: inhiben receptores del SNC (Wu et al., 2013). La escapaundulina C,
un labdano obtenido de Scapania undulate inhibe la actividad de la acetilcolinesterasa, lo que podria
resultar Util en el tratamiento de la enfermedad de Alzheimer. Otros labdanos aislados de esta especie
presentan actividad citotoxica (Kang et al., 2015). De Leonurus macranthus se han aislado labdanos con
actividad anti-inflamatoria (Huang et al., 2015) (Fig. 8). Se han descrito, ademas, labdanos que presentan
actividad antibacteriana, antifingica, inmunomoduladora, antiparasitaria, cardioténica, antileishmanica
y antihistaminica (Demetzos y Dimas, 2001).
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Figura 8. Algunos labdanos biolégicamente activos.



* ANTECEDENTES

C. Withaesteroides

Los withaesteroides son un grupo de compuestos caracteristicos de las especies del género
Physalis. Las solanaceas son la fuente principal de estos esteroides, siendo abundantes ademas en los
géneros Acnistus, Nicandra y Withania (Zhang et al., 2016). De este ultimo género es que toman su
nombre.

Los withaesteroides presentan un esqueleto de tipo ergostano y se caracterizan por poseer una
cadena lateral de nueve carbonos que forma una lactona. Se definen dos grupos de withaesteroides: el
tipo A, que comprende aquellos con una d-lactona o un d&-lactol entre C-22 y C-26; y el tipo B, que
comprende aquellos con una y-lactona o un y-lactol entre C-23 y C-26 (Fig. 9). La cadena lateral presenta
generalmente una orientacién 3. Cuando la orientacidn es o, es comun la presencia de un hidroxilo 17p.
El 90 % de los withaesteroides presenta ademas la funcidn 1-oxo (Chen et al., 2011).

O

Figura 9. Esqueletos de los tipos de withaesteroides.

La mayoria de los withaesteroides aislados hasta ahora pertenecen al tipo A. Aquellos que
poseen un esqueleto no modificado son conocidos como withandlidas y son los mds abundantes. Los
demas withaesteroides tipo A se dividen en physalinas, neophysalinas, withaphysalinas, acnistinas y
epiacnistinas, withajardinas, withametelinas, withandlidas de tipo norbornano, sativdlidas, d-lactonas
espiranoides, 14a,200-epoxiwithandlidas, subtriflora d-lactonas, nicandrenonas (withandlidas con anillo
D aromatico) y jaboroles (withandlidas con anillo A aromatico) (Fig. 10). Los withaesteroides tipo B se
dividen en y-lactonas espiranoides, ixocarpalactonas, trechondlidas, perulactonas y subtriflora y-lactonas
(Fig. 11) (Chen et al., 2011).

La biosintesis de las withandlidas involucra las rutas del mevalonato y del fosfato de
desoxixilulosa, que convergen en la formacién de los difosfatos de dimetilalilo e isopentenilo que
generaran difosfato de geranilo. A partir de los difosfatos de geranilo y de isopentenilo se genera
difosfato de farnesilo (FPP). La condensacién de dos moléculas de FPP cabeza a cabeza forma escualeno.
Al oxidarse éste a la forma 2,3-epoxi es que pueden formarse los anillos para dar cicloartenol. Entonces
tienen lugar una serie de procesos metabdlicos en los que el cicloartenol se transforma en episterol y
finalmente en ergostano (Dewick, 2009) (Fig. 12).
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Withaphysalinas Subtriflora-6-lactonas
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Figura 10. Estructuras generales de los withaesteroides tipo A.

11



ANTECEDENTES

Ixocarpalactonas

110
|

Perulactonas

Trechondlidas Subtriflora-y-lactonas

Figura 11. Estructuras generales de los withaesteroides tipo B.
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Figura 12. Esquema simplificado de la biosintesis de withandlidas.
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Los withaesteroides son uno de los grupos de compuestos con una mayor variedad de
actividades bioldgicas descritas en la literatura. Entre ellas destacan sus efectos diuréticos (Chopra et al.,
1956), diasuasores de la alimentacidn en insectos (Mareggiani et al., 2000), citotéxicos (Shohat et al.,
1967), abortivos (Mohana et al., 1979), inmunomoduladores (Baehr et al., 1982), antiinflamatorios
(Syrov et al., 1989), antimicrobianos (Qureshi et al., 1996), quimiopreventivos frente al cancer (Kennelly
et al., 1997) e inductores de la diferenciacién celular (Kuroyanagi et al., 1999). A continuacién se
presentan algunos ejemplos de estudios de actividad biolégica en los que withandlidas mostraron
actividades relevantes (Fig. 13).

En un estudio del extracto metandlico de raices de Withania somnifera se observé que la
withandlida A, entre otros, en concentracion 1 uM, incrementé significativamente el crecimiento en una
linea celular de neuroblastoma humano (SH-SY5Y) (Zhao et al., 2002). Esto se traduce en la
reconstruccion de redes neuronales, lo que podria aplicarse en el desarrollo de farmacos para prevenir,
tratar y curar enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer o el Parkinson.

En un estudio publicado en 2010 se demostré que la withandlida D, aislada de Withania
somnifera, induce la apoptosis en células mieloides (K562) y linfoides (MOLT-4) (Mondal et al.). Esto
muestra que dicho compuesto podria emplearse como agente quimioterapéutico contra la leucemia. De
igual forma, se evalud la actividad antiproliferativa de 31 withandlidas aisladas de solanaceas contra
lineas celulares de leucemia/linfoma de células T del humano adulto (ATL). La 24,25-dihidrowithandlida
D resulté el inhibidor mas potente, induciendo la apoptosis (Nakano et al., 2013). La presencia del grupo
4B-hidroxi, asi como del epoxido 55,6 parecen ser esenciales para dicha actividad.

Como resultado del estudio de partes aéreas de Withania coagulans se observd que el extracto
metandlico posee una actividad leishmanicida importante. Asimismo, se encontré que las withandlidas G
y J aparentan ser las responsables de dicha actividad, pues mostraron valores de Clso inferiores o iguales
a 5.0 ug.mL* (Kuroyanagi et al., 2012).

Withandlidas

A: 50-OH, 60,7 a-epoxi
D: 4B-OH, 5f3,6P-epoxi
G: A%8 140,-OH, 27-OH
J: A58 140-OH, 170-OH

Figura 13. Withandlidas con actividades bioldgicas notables.
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Il. 4. Estudios quimicos y farmacoldgicos de especies de Physalis de la seccion Epeteiorhiza

El género Physalis se divide en cuatro subgéneros. Rydbergis es un subgénero que comprende
nueve secciones, entre ellas Epeteiorhiza. Las especies agrupadas en esta seccién son P. angustiphysa, P.
cordata, P. grisea, P. ignota, P. latiphysa, P. leptophylla, P. minuta, P. missouriensis, P. neomexicana, P.
nicandroides, P. patula, P. porrecta, P. pruinosa y P. pubescens (Martinez, 1998). A la fecha se han
publicado estudios quimicos y farmacoldgicos de seis de las especies de esta seccidn. Enseguida se
resumen los resultados de estas investigaciones:

A. Physalis cordata

Se publicé la evaluacién de la actividad citotdxica y citostatica de extractos de diversas especies
vegetales sobre lineas celulares tumorales (Taylor et al., 2013). El extracto de partes aéreas de P. cordata
mostré una actividad importante contra cuatro lineas, entre ellas PC-3 (cancer de prdstata en humanos)
y MCF7 (cancer de mama en humanos), con valores de inhibicién media del crecimiento (ICso) y de
concentracion letal (LCso) inferiores a 50 pug.mL™.

B. Physalis neomexicana

Se publicé el estudio quimico de partes aéreas de P. neomexicana (Cao et al., 2015). Se trabajd la
fraccion de acetato de etilo obtenida del extracto de diclorometano-metanol. Esto condujo al
aislamiento de cuatro nuevas withandlidas (withaneomexdlidas A-D) y de tres ésteres de sacarosa: la ya
reportada nicandrosa D y las nuevas nicandrosas E y F. Cabe aclarar que el nombre de nicandrosa E se
asigno previamente a otro éster de sacarosa aislado de P. nicandroides var. attenuata. (Maldonado et al.,
2006). Se aislé ademas un labdano ya conocido, la 12-O-acetilphysacoztomatina (Fig. 14).

Se evalud la citotoxicidad de las withandlidas y de los ésteres de sacarosa contra lineas celulares
humanas de cancer de mama (MDA-MB-231 y MCF-7). La withaneomexdlida B resulté activa, con valores
de ICso de 1.7 y 6.3 uM, respectivamente.
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Withaneomexdlidas
B: 5B,6B-epoxi

C: 5a-OH, 6p-OH

D: 5a-OH, 6-OH, A%*
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Nicandrosas

D: R4 = nonil, R, = isobutiroil

E: Ry = octil, R, = 2-metilbutanoil
F: R4 = nonil, R, = 3-metilbutanoil

~
-

12-0-Acetilphysacoztomatina

Figura 14. Metabolitos aislados de Physalis neomexicana.

C. Physalis nicandroides

Se publicé el aislamiento de las nicandrosas B y E, ademas de seis diterpenos de tipo labdano a
partir de partes aéreas de esta especie de Physalis (Maldonado et al., 2015). Dos de estos diterpenos, el
(-)-(13E)-labd-13-en-8a,15-diol y el (+)-(2)-labda-8(17),13-dien-15,16-diol ya eran conocidos, mientras
que el physanicantriol, el physanicandiol y sus respectivos epimeros en C-14 fueron aislados por primera
vez. Su configuracidn absoluta fue determinada mediante correlacién quimica y difraccion de rayos X del
derivado dibromado del (-)-(13E)-labd-13-en-8a,15-diol (Fig. 15).

Se evalud la actividad antiinflamatoria de los compuestos ya conocidos. Estos demostraron
inhibir en 64.32 % y 41.35 %, respectivamente, el edema inducido en oreja de ratén en dosis de 1 mol
por oreja. La Clso determinada para el primer compuesto (0.67 umol por oreja) es el doble que la
registrada para el compuesto control (indometacina, Clso 0.297 umol por oreja).
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Physanicantrioles: Physanicandioles:
14(R) y 14(S) 14(R) y 14(S)
OH Br

_H
i P Derivado dibromado del
(+)—(Z)—Labda—8(17),13— (-)-(13E)-Labd-13- (+)-(Z)-Labda-8(17),13-

dien-15,16-diol en-8a,15-diol dien-15,16-diol

Figura 15. Diterpenos aislados de Physalis nicandroides.

D. Physalis nicandroides var. attenuata

Se analizaron por separado los frutos y el resto de las partes aéreas de la planta (hojas, ramas y
flores). De los frutos se obtuvieron cinco ésteres de sacarosa que fueron llamados nicandrosas A-E,
ademas de un flavonoide y una benzoilpiranosa (Maldonado et al., 2006; Torres, 2006) (Fig. 16). De las
partes aéreas se obtuvieron compuestos de tipo labdano asi como withaesteroides, un fitoesterol y un
flavonoide (Torres, 2006) (Fig. 17).

Nicandrosas

OH
HO o o) A R; = R, = 2-metilbutanoil
o S HO B R4 = Ac, R, = isobutiril
Mo C R, = Ac, R, = 2-metilbutanoil
o]

o OrR, ™ DR,;=H,R,=isobutiri

E Ry =H, R, = 2-metilbutanoil

OH
" && :
0
HO
O | HO ©
OMe oH
0

OH O
Kumatakenina 1-O-(p-Hidroxibenzoil) f-D-glucopiranosa

Figura 16. Metabolitos aislados de frutos de Physalis nicandroides var. attenuata.
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Physanicandiol: 12(R) Pruinolona
12-epi-Physanicandiol: 12(S)

OAc

(-)-(13E)-Labd-13-
en-8a-15-diol

i
Pruindsido: R = 3-metilbutanoil (+)-(Z2)-Labda-8(17),13-
Desisovalerilpruinésido: R = H dien-15,16-diol

Physanicandrélida A

HO Physalindicanol A 3,7-Dimetilquercetina

Figura 17. Metabolitos aislados de partes aéreas de Physalis nicandroides var. attenuata.
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* ANTECEDENTES

E. Physalis pruinosa

Del extracto metandlico de partes aéreas de P. pruinosa se aislaron dos nuevas withandlidas, las
physapruinas A y B, junto con las ya conocidas withandlida E y 4B-hidroxiwithandlida E (Fig. 18). La
physapruina B se aislé luego de acetilar y constituye un artefacto producido durante el proceso de
aislamiento, en el que se empled butanol (Shingu et al., 1993).

OH Physapruina A @\Physapruina B

Figura 18. Withandlidas aisladas de Physalis pruinosa (1993).

Se evaluo el efecto bactericida de extractos organicos y acuosos de calices, frutos, hojas, ramas y
flores de P. pruinosa sobre cepas clinicas de Staphylococcus. Todas las partes de la planta presentaron
dicha actividad, siendo los extractos de acetato de etilo obtenidos de la resina de frutos y de hojas,
ramas y flores, aquellos donde ésta es mas importante (Fiallega, 2004). El analisis del extracto hexanico
de hojas, ramas y flores de P. pruinosa llevé al aislamiento de seis diterpenos de tipo labdano, asi como
de una withandlida, la physapruina C (Arredondo, 2006) (Fig. 19).

Pumiléxido Pruinotrioles % Pruinésido
Figura 19. Metabolitos aislados de Physalis pruinosa (2006).
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En un estudio publicado en 2011 (Nakano et al.), se evalud la actividad antiproliferativa de un
extracto de hojas de P. pruinosa contra células T infectadas por el virus HTLV-1. Este Gltimo provoca la
leucemia/linfoma de células T del humano adulto (ATL). A partir del extracto metandlico se realizé un
fraccionamiento guiado por la actividad antiproliferativa. Se aislaron cinco compuestos de tipo
withaesteroide (Fig. 20), siendo la 4[B-hidroxiwithandlida E (4BHWE) la que mostré actividad citotdxica
contra las lineas celulares consideradas. Este estudio mostrd, ademds, que la presencia de la funcidn
5pB,6PB-epoxi es esencial para dicha actividad.

MeO

O
OH

58,6B-Epoxi-4p3,14p,17S,20S-
tetrahidroxi-3p-metoxiwithandlida

4p—-Hidroxiwithandlida E

OR

OH
Withandlida S R = OH
50-Metoxiwithandlida S R = Me
6pB-Hidroxiphysapruina B R = n-Bu

Figura 20. Withandlidas aisladas de Physalis pruinosa (2011).

En un estudio posterior se aisl6 la 4B-HWE del extracto metandlico de célices de P. pruinosa y se
evalud su actividad antiinflamatoria en células adiposas de ratones diabéticos (Takimoto et al., 2014). Se
observé que dicho compuesto inhibe la activacion de sefializacién del factor nuclear NF-kB en los
adipocitos. Ademds, como consecuencia, se inhibe la acumulacién de macréfagos en el tejido adiposo
obeso, lo que mejora la tolerancia a la glucosa. La 4BHWE se muestra como un atenuante del progreso
de la diabetes y la obesidad.
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F. Physalis pubescens

En 1985 se reportd el aislamiento de dos withaesteroides a partir de un extracto de hojas de P.
pubescens y se les llamé physapubendlida y pubescenina (Glotter et al.). En un estudio posterior se
aislaron tres nuevas withandlidas (physapubescinas B-D), junto con la ya conocida physapubescina A, a
partir de un extracto de diclorometano de frutos de esta especie (Ji et al., 2013) (Fig. 21). Se evalud
ademas la capacidad de dichos compuestos para inducir la actividad de la quinona reductasa en cultivos
celulares derivados de hepatocarcinoma de ratdén (Kennelly et al., 1997). Las physapubescinas A y B

presentaron una actividad importante que se atribuy6 a la presencia de una cetona a,B-insaturada en el
anillo A.

OH Physapubescinas
A: Ry = a-OAc .
Ph
B: R, = B-OAc ysapubescina C

D: Ry = a-OAc, 2,3-dihidro

Figura 21. Metabolitos aislados de Physalis pubescens.
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Il. 5. Especie Physalis patula

La especie objeto de esta investigacién es Physalis patula (Miller, 1768), una planta herbdcea
endémica mexicana que forma parte de la seccidn Epeteiorhiza del subgénero Rydbergis. Posee un tallo
ramificado y sus hojas son alternas, angostas y agudamente dentadas. Llega a crecer hasta 1.5 m de
altura. Sus flores son de color amarillo claro y generalmente carecen de manchas; cuando llega a
presentarlas, éstas son de color naranja palido y muy rara vez de color azul o morado. Sus frutos son
bayas esféricas y carnosas, envueltas por un caliz globoso cubierto de pelillos. Es una planta anual que
florece de julio a diciembre y que emite un fuerte olor (Nee, 1986).

Los nombres Physalis foetens (Poiret, 1812) y Physalis subulata (Rydberg, 1895) han sido
considerados como sindnimos de esta especie (Rzedowski y Rzedowski, 2001). Esta especie es conocida
comunmente por nombres como tomatillo, jaltomate, juscotomate, camateras, coatomate, tomatillo
pegajoso, hierba del zopilote o jaltomate hediondo (Martinez, 1979; Martinez, 1998).

Se tiene registro de especimenes de P. patula en Chihuahua, Sinaloa, Durango, Aguascalientes,
Jalisco, Guanajuato, Hidalgo, Querétaro, San Luis Potosi, Estado de México, Distrito Federal, Puebla,
Tlaxcala, Guerrero, Oaxaca y Veracruz (Waterfall, 1967; Villasefior y Espinosa, 1998).

En México, las hojas de P. patula se utilizan para limpias. También, se machacan con manteca y
bicarbonato de sodio y se aplican para bajar la fiebre. Ademas, se emplean preparadas en infusiones
para abrir el apetito y para tratar padecimientos renales (Santiaguillo y Blas, 2009; Heredia, 2011).
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lll. OBJETIVO

Este trabajo tiene como objetivo contribuir a la generacién de conocimiento relativo a la quimica
del género Physalis, a través del estudio de las partes aéreas de Physalis patula Miller. Para esto se buscé
aislar el mayor numero posible de metabolitos secundarios presentes en los extractos de la planta, asi
como determinar la estructura de los compuestos mediante la interpretacion de sus datos
espectroscopicos y espectrométricos.
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IV. DESARROLLO EXPERIMENTAL

IV. 1. Material y equipo

Los puntos de fusién se determinaron en un aparato de Fisher-Johns y no fueron corregidos. Las
cromatografias en columna (CC) se realizaron con silica gel 60 (Merck G) como fase estacionaria. Para las
columnas flash se empleé silica gel 230-400 mech (Macherey-Nagel) y para las cromatografias por
exclusién de tamafio se empled Sephadex LH-20 (25-100 pum).

Las cromatografias en capa fina (CCF) se realizaron sobre cromatofolios Macherey-Nagel
Alugram SIL G/UV;s4 de 0.20 mm de grosor (fase normal) y Alugram RP-18W/UV;s4 de 0.15 mm de grosor
(fase reversa). Las cromatografias en placa preparativa se realizaron sobre placas SIL G/UV2ss de 1.0 mm
y 2.0 mm de grosor (fase normal) y SIL RP-18W/UV;s4 de 1.0 mm de grosor (fase reversa). Como
revelador se empled una disolucién de sulfato de cerio (IV) al 3 % en acido sulfurico 2 N, asi como una
[dmpara de luz ultravioleta Spectroline CX-20 a 254 y 366 nm.

Los espectros de RMN se obtuvieron en espectrémetros Jeol Eclipse (*H a 300 MHz; 3C a 75
MHz), Bruker Avance Il (*H a 300 MHz y 400 MHz; *3C a 75 MHz y 100 MHz) y en un Varian Inova (*H a
500 MHz; 3C a 125 MHz). Los desplazamientos quimicos (8) se reportan en ppm con tetrametilsilano
como referencia interna. Los espectros de IR se obtuvieron en un espectrofotémetro Bruker Tensor 27.
La rotacidn dptica se determind en un polarimetro Perkin EImer 343. Los espectros de UV se obtuvieron
en un espectrofotdmetro Shimadzu UV160U. Los espectros de dicroismo circular se obtuvieron en un
espectropolarimetro Jasco J720. Los espectros de EM-DART se obtuvieron en un equipo JEOL AccuTOF
JMS-T100LC; los espectros de EM-IE y EM-FAB fueron obtenidos en equipos JEOL JMS-AX505HA y JEOL
MStation JMS-700; los espectros de EMAR-ESI se obtuvieron en un equipo Agilent 6500 QTOF 6530.
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* DESARROLLO EXPERIMENTAL

IV. 2. Material vegetal

El material vegetal de Physalis patula Miller empleado en este trabajo proviene del municipio de
Teotihuacan, Estado de México. Fue recolectado el 5 de agosto de 2013 en el cerro Malinalco e
identificado por la doctora Mahinda Martinez. Una muestra se deposité en el Herbario de la Universidad
Auténoma de Querétaro (M. Martinez QMEX 00002868).

Figura 22. Fotografias de las partes aéreas de Physalis patula.
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* DESARROLLO EXPERIMENTAL

IV. 3. Extraccion del material vegetal

Se molieron 1.798 kg de partes aéreas de Physalis patula Miller en un molino de cuchillas. Se
obtuvieron dos extractos por percolacién: uno de acetona (112.93 g) y otro de metanol (163.25 g). Se
reunieron ambos extractos con un litro de mezcla de metanol y agua 1:1 y se realizé una particién con
250 mL de hexano cuatro veces. Se concentrd la fase hexanica, con lo que se obtuvieron 80.11 g de
residuo. Se elimind el metanol de la fase hidroalcohdlica; la fase acuosa resultante se extrajo con acetato
de etilo. Asi, se obtuvieron dos fracciones: una de acetato de etilo (56.61 g) y una acuosa (84.96 g).

IV. 4. Aislamiento y purificacién de compuestos
A. Fraccion de hexano

La fraccion de hexano se disolvid en acetona y se adsorbidé en celita. Se dejé evaporar el
disolvente y se colocd sobre una columna cromatografica de silica gel (columna A). Se eluyé con mezclas
de hexano y acetato de etilo de polaridades crecientes. Se obtuvieron 192 fracciones de 500 mL cada
una. El orden y la relaciéon de disolventes fueron los siguientes: 1A-32A (100:0); 33A-49A (95:5); 50A-72A
(90:10); 73A-107A (85:15); 108A-116A (80:20); 117A-132A (70:30); 133A-141A (60:40); 142A-160A
(50:50); 161A-179A (40:60); 180A-191A (20:80); 192 (0:100). El progreso de la cromatografia en columna
se monitored mediante cromatografia en capa fina de las fracciones y, con base en esto, se reunieron
aquellas que mostraron un perfil similar.

Las fracciones 35A a 54A se reunieron y con ellas se realizd una cromatografia en columna
(columna B). Se eluyé con mezclas de hexano y acetato de etilo 100:1 (1B), 98:2 (2B-8B), 96:4 (9B-11B),
94:6 (12B-20B), 60:40 (21B) y acetona (22B). De las fracciones 12B-16B se obtuvieron 916.4 mg de la
mezcla de B-sitosterol (1) y estigmasterol (2).

HO HO

Las fracciones 17B-21B se reunieron con 55A-73A para ser sometidas a cromatografia en
columna (columna C). Se eluyé con mezclas de hexano y acetato de etilo 100:0 (1C), 97:3 (2C-18C), 95:5
(19C-32C), 92.5:7.5 (33C-51C), 90:10 (52C-64C), 85:15 (65C-72C), 80:20 (73C-74C) y 0:100 (75C). Con las
fracciones 36C-70C se realizd6 una cromatografia en columna (columna D). Se eluyé con mezclas de
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* DESARROLLO EXPERIMENTAL

hexano y acetato de etilo 85:15 (1D-45D), 83:17 (46D-51D), 80:20 (52D-53D), 75:25 (54D-61D) y acetona
(62D). De las fracciones 32D-45D se obtuvieron 8.7 mg del compuesto 3.

Physalindicanol A (3): Cristales blancos; p.f. 193-195 °C (AcOEt-hexano), [a]3° -59.5° (c. 0.20,
CHCls) [/it.: 198-200 °C, [a]&® -46.0° (c. 0.13, CHCI3) (Sinha et al., 1986)]; IR (CHCl3): Vmax 3606, 3010, 2942,
1642, 1463, 1376, 1235, 1039, 903 cm'’; EM-EI, 70 eV: m/z (int. rel.) 414 [M]* (0.11), 396 [M-H,0]" (4).

HO

Con las aguas madres de 3 se realizd una cromatografia en columna (columna E). Se eluyd con
una mezcla de cloroformo y acetona 98:2 (1E-24E) y con acetona (25E). De las fracciones 5E-8E se
obtuvieron 6.8 mg del compuesto flavonoide 4.

Retusina (4): Cristales amarillos; p.f. 156-158 °C (AcOEt-hexano), 165-166 °C (acetona-hexano)
[/it.: 160-162 °C (AcOEt-hexano) (Arciniegas et al., 2014)]; IR (CHCls): vmsx 3538, 3004, 1654, 1600, 1515,
1500, 1460, 1441, 1199, 1163 cm™; EM-DART-TOF*: m/z 359 [M+H]*; RMN H (500 MHz, CDCls): ver tabla
1; RMN 13C (125 MHz, CDCls): ver tabla 1.

Con las fracciones 74A-76A se llevd a cabo una cromatografia en columna (columna F). Se eluyd
con mezclas de hexano y acetato de etilo 85:15 (1F-18F), 80:20 (19F-27F), 75:25 (28F-31F) y 0:100 (32F).
De las fracciones 6F-7F se obtuvieron 2.4 mg de compuesto 5.

Combretol (5): Cristales amarillos; p.f. 138 °C (AcOEt-hexano) [/it.: 146-147 °C (Dachriyanus et al.,
2003)]; EM-EI, 70 eV: m/z (int. rel.) 388 [M]* (7); RMN H (400 MHz, CDCls): ver tabla 1; RMN 3C (100
MHz, CDCls): ver tabla 1.
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De las fracciones 8F-13F se obtuvieron 24.8 mg de un compuesto con punto de fusién 134-136
°C. Se compard por cromatografia en capa fina contra el compuesto 4 y presentaron el mismo factor de
retencion.

Con las fracciones 77A-121A se llevd a cabo una cromatografia en columna (columna G) que se
eluyd con una mezcla de hexano y acetato de etilo 70:30 (1G-13G) y con acetona (14G). Con la fraccidn
12G se realizd una nueva cromatografia en columna (columna H), eluyendo con mezclas de benceno y
acetato de etilo 85:15 (1H-44H), 80:20 (45H-60H), 75:25 (61H-63H), con acetona (64H) y metanol (65H).
De las fracciones 9H-12H se aislaron 111.5 mg de 6 y de las fracciones 3H-7H se obtuvieron 1.5081 g mas
de este compuesto.

Physacoztomatina (6): Cristales blancos; p.f. 93-94 °C (AcOEt-hexano), [a]3’ +18.1° (c. 0.31,
MeOH) [lit.: 98-101 °C, [a]3 +19.6° (c. 0.24, MeOH) (Pérez-Castorena et al., 2010)]; IR (CHCls): Vimax 3611,
1711, 1667, 1455, 1385, 1365, 1235, 1044, 966 cm™*; EM-DART-TOF*: m/z 306 [M]*, 289 [M-OH]*; RMN H
(300 MHz, CDCls): ver tabla 3; RMN 3C (75 MHz, CDCls): ver tabla 3.
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B. Fraccion de acetato de etilo

La fraccién de acetato de etilo se disolvié en acetona y se adsorbid en celita. Se dejé evaporar el
disolvente y se colocd sobre una columna cromatografica de silica gel (columna J; ¢ = 12,5 cm, h = 10,5
cm). Se eluyd con mezclas de hexano y acetato de etilo de polaridades crecientes. Se obtuvieron 120
fracciones de 500 mL cada una. El orden y la relacién de disolventes fueron los siguientes: 1J-2J (100:0),
3J-10J (90:10), 11J-15J (80:20), 16J-33J (70:30), 34J-45) (60:40), 46J-57) (50:50), 58J-95J (40:60), 96J-102J
(30:70), 103J-110J (20:80), 111J-116J (0:100), 117J-118) (Me,CO) y 119J-120) (MeOH). Se reunieron
aquellas fracciones que mostraron un perfil similar en cromatografia en capa fina.

De las fracciones 18J-24) se obtuvieron 80.7 mg del flavonoide 4. Las fracciones 25J-31J se
purificaron por cromatografia en columna (columna K). Se eluyé con mezclas de hexano y acetona 85:15
(1K-26K), 80:20 (27K-30K), 70:30 (31K-34K) y acetona (35K). De las fracciones 2K-5K se obtuvieron 26.3
de 4, ademds de 574.6 mg de 6. De las fracciones 15K-25K se obtuvieron 52.4 mg del compuesto
flavonoide 7.

Ayanina (7): Cristales amarillos; p.f. 177-178 °C (AcOEt-hexano) [lit.: 172-174 °C (Wang et al.,
1989)]; EM-EI, 70 eV: m/z (int. rel.) 344 [M]* (100); RMN *H (300 MHz, DMSO-d¢): ver tabla 1; RMN 3C
(75 MHz, DMSO-dg): ver tabla 1.

Las fracciones 26K-35K se reunieron con las fracciones 32A-46A para separar sus componentes
por cromatografia en columna (columna L). Se eluyé con mezclas de hexano y acetona 87.5:12.5 (1L-
12L), 85:15 (13L-16L), 80:20 (17L-18L), 75:25 (19L-38L), 70:30 (39L-44L) y acetona (45L). Con las
fracciones 7L-12L se realizd6 una nueva columna cromatografica (columna M) que se eluyé con una
mezcla de hexano y acetato de etilo 80:20 (1M-30M) y con acetona (31M). De las fracciones 3M-6M se
obtuvieron 9.8 mg de 4 y de las fracciones 11M-19M se obtuvieron 150.7 mg de 6.

Las fracciones 20M-31M se reunieron con 13L-19L y se separaron sus componentes por
cromatografia en columna (columna N). Se emplearon mezclas de hexano y acetato de etilo 80:20 (1N-
51N), 70:30 (52N-54N) y acetona (55N) para eluir. De las fracciones 7N-10N se obtuvieron 13.1 mg de 7.

Con las fracciones 23N-32N se realizé CC (columna O). Se eluyé con mezclas de hexano y acetato
de etilo 70:30 (10-650), 65:35 (660-740), acetona (750) y metanol (760). De las fracciones 320-410, asi
como de las fracciones 11N-22N se obtuvieron 620.6 mg de 6. Los componentes de las fracciones 420-
730 se separaron por cromatografia en columna (columna P). Se eluyé con una mezcla de cloroformo y
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acetato de etilo 80:20 (1P-24P). De las fracciones 17P-23P se obtuvieron 81.0 mg de un compuesto
terpenoide (8).

12-epi-Physacoztomatina (8): aceite incoloro; [a]3’ -18.5° (c. 0.20, MeOH), -20.9° (c. 0.23,
CHCl3); IR (CHCl3): vimsx 3609, 2928, 2868, 2850, 1667, 1602, 1459, 1387, 995 cm™; EM-ESI: m/z (int. rel.)
288 [M-H,0]* (10), 270 [M-2H,0]* (8); RMN *H (300 MHz, CDCls): ver tabla 3; RMN 3C (75 MHz, CDCls):
ver tabla 3.

Con las fracciones 20L-29L se llevé a cabo una CC (columna Q). Se eluyd con una mezcla de
hexano y acetato de etilo 70:30 (1Q-9Q) y con acetona (10Q). De la fraccién 4Q se obtuvieron 35.6 mg
del compuesto flavonoide 9.

5,4’-Dihidroxi-3,7,3’,5’-tetrametoxiflavona (9): Cristales amarillos; p.f. 190-191 °C (AcOEt-
hexano) [lit.: 205 °C (benceno) (Ariyanathan et al., 2010)]; EM-EI, 70 eV: m/z (int. rel.) 374 [M]* (100);
RMN H (300 MHz, CDCls): ver tabla 1; RMN 13C (75 MHz, CDCls): ver tabla 1.

OMe

Las fracciones 47A-55A se reunieron y sus componentes se separaron mediante CC (columna R).
Se eluyd con mezclas de hexano y acetona 85:15 (1R-8R), 82.5:17.5 (9R-20R), 80:20 (21R-24R), 75:25
(25R-30R), 70:30 (31R-39R), 65:35 (40R-73R), 60:40 (74R-78R), 55:45 (79R-91R), 50:50 (92R-94R), 40:60
(95R-101R) y acetona (102R). Las fracciones 82R-90R se sometieron nuevamente a CC. De las fracciones
3S-5S se obtuvieron 48.9 mg del compuesto 10.

Las aguas madres de 10 se reunieron con 73R-81R y se sometieron a CC (columna T), eluyendo
con una mezcla de hexano y acetato de etilo 70:30. De las fracciones 9T-13T se obtuvieron 39.5 mg del
compuesto 10. Las fracciones 65-9S se reunieron con 91R-101R y 86J-100J. Con ellas se realizé CC
(columna U). Se eluydé con mezclas de hexano y acetona 65:35 (1U-2U), 60:40 (22U-28U), 50:50 (29U-
30U) y acetona con metanol (31U). De las fracciones 5U-12U se obtuvieron 352.7 mg de 10.
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Withaneomexélida D (10): Cristales blancos; p.f. 293-295 °C (AcOEt-hexano), [a]3° +69.0° (c.
0.20, CHCl3) [/it.: [@]2° -15.0° (c. 0.01, CHCls) (Cao et al., 2015)]; IR (CHCls): vmsx 3602, 3583, 3434, 1721,
1705, 1687, 1381, 1120, 1019, 957 cm’: UV Amsx (MeOH): 224.5 nm (log & 4.20); CD (c. 3.52x10°°, MeOH)
nm: Agxo3 +15.69, Agy37 -3.31, Aeas7 +3.30, Agsss -1.66; EMAR-FAB*: m/z 547.2913 [M+H]" (calculado para
C30oH4309 [M+H]*, 547.2901); RMN *H (500 MHz, CDCls): ver tabla 7; RMN *3C (125 MHz, CDCls): ver tabla
6.

Las fracciones 56J-85) y 141A-167A se reunieron y fueron sometidas a CC (columna V). Se eluyé
con una mezcla de cloroformo y metanol 98:2 (1V-52V), con acetona (53V) y metanol (54V). Con las
fracciones 2V-12V se realizé una nueva columna (W), que se eluyé con mezclas de hexano y acetato de
etilo 60:40 (1W-19W), 65:45 (20W-38W), con acetona (39W) y metanol (40W). Las fracciones 20W-39W
se reunieron y sus componentes se separaron por CC (columna X). Se eluyd con mezclas de cloroformo y
acetona 88:12 (1X-34X), 85:15 (35X-34X), 80-20 (44X-60X), 75:25 (61X-67X), acetona (68X) y metanol
(69X). De las fracciones 34X-56X se obtuvieron 438.9 mg del compuesto 11.

Physapruina C (11): Cristales blancos; p.f. 208-210 °C (AcOEt-hexano), 194-196 °C (Me,CO-
hexano), [a]3° +74.4° (c. 0.18, CHCls) [lit.: 216-218 °C, 197-200 °C, [a]4° +67.7° (c. 0.22, CHCIs) (Torres,
2006)]; IR (CHCls): vmax 3581, 3433, 2949, 1709, 1380, 1121, 1025, 944 cm™; UV Amex (MeOH): 225 nm
(log € 4.24); CD (c. 2.48x10°, MeOH) nm: Agxo3 +17.07, A€z -2.36, Agyss +4.77, Ageszq -1.88; EMAR-ESI:
m/z 587.2414 [M+Na]* (calculado para CsoHa1ClOsNa [M+Na]*, 587.2382); RMN 'H (500 MHz, CDCls): ver
tabla 7; RMN 3C (125 MHz, CDCls): ver tabla 6.
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Los componentes de las fracciones 11X-22X se purificaron por CC (columna Y). Se eluyé con
mezclas de hexano y acetona 90:10 (1Y-17Y), 87.5:12.5 (18Y-34Y) y acetona (35Y). Las fracciones 7R3-20Y
y 3X-10X se reunieron para realizar una nueva columna (Z), que se eluyd con una mezcla de hexano y
acetato de etilo 55:45 (1Z-24Z) y con acetona y metanol (25Z). De las fracciones 8Z-14Z se obtuvieron
64.6 mg de un compuesto (12) con punto de fusidon 167-168 °C.

Physanicandrélida A (12): Cristales blancos; p.f. 167-168 °C (Me,CO-hexano), [a]3® +53.2° (c.
0.19, CHCls) [/it.: 159-161 °C, [a]3? +58.5° (c. 0.13, CHCl3) (Torres, 2006)]; IR (CHCl3): vmsx 3581, 3437,
2950, 2926, 1708, 1670, 1378, 1122, 1027, 975 cm™; UV Amsx (MeOH): 223 nm (log & 4.20); CD (c.
3.18x10°, MeOH) nm: Agzo7 +8.81, A&7 -0.25, Agzsa +3.60, Agssr +1.05; EMAR-ESI: m/z 551.2624 [M+Na]*
(calculado para CsoHs0sNa [M+Na]*, 551.2619); RMN 'H (500 MHz, CDCls): ver tabla 7; RMN 3C (125
MHz, CDCls): ver tabla 6.

Las aguas madres del compuesto 11 asi como las fracciones menos polares de las columnas V a Z
se sometieron a una serie de cromatografias en columna para obtener dicho compuesto puro. Se
emplearon mezclas de cloroformo y acetona de polaridades crecientes como eluyentes. Asi, se
obtuvieron 390.9 mg de compuesto. Ademas, entre la mezcla fraccionada se aislaron 3.2 mg del
compuesto 13.

Physanicandroélida B (13): aceite incoloro; IR (pelicula) vmax: 3409, 3011, 2977, 2939, 1710, 1378,
1239, 1122, 1028, 957, 756 cm™; EMAR-ESI: m/z 583.2855 [M+Na]* (calculado para Cs;HaOsNa [M+Na]*,
583.2849); RMN 23C (75 MHz, CDCls): ver tabla 6.
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* DESARROLLO EXPERIMENTAL

Los componentes de las fracciones 53V-54V se separaron empleando una columna de Sephadex
LH-20 (columna A’) eluida con metanol. Con las fracciones 1A’-4A’ se llevd a cabo una nueva separacion
por medio de CC (B’), utilizando una mezcla de benceno y acetato de etilo 60:40 como eluyente. De las
fracciones 16B’-27B’ se aislo el éster de sacarosa 14.

Nicandrosa B (14): aceite amarillo; EMAR-ESI: m/z 701.3750 [M+Na]* (calculado para
C32H54015Na [M+Na]*, 7013744)

OH
OAc
0 OH
HOo 0
o O
M % OH
(0] 4<EO
14

Las fracciones 101J-111) y 28B’-36B’ se reunieron y se fraccionaron por CC (columna C’) eluida
con mezclas de benceno e isopropanol 93:7 (1C’-46C’), 90:10 (47C’-59C’) y acetona y metanol (60C’). Las
fracciones 40C’-60C’ se reunieron y se fraccionaron mediante CC (columna D’) eluyendo con mezclas de
benceno y acetona 75:25 (1D’-17D’), 70:30 (18D’-33D’), 65:35 (34D’-45D’) y acetona (46D’). Las
fracciones 20D’-33D’ contenian una mezcla compleja con un componente mayoritario. Con el fin de
aislar este ultimo se llevd a cabo una reaccion de acetilacidn.

Se tomaron 39 mg de la mezcla de las fracciones 20D°-33D’ y se disolvieron en 0.5 mL de piridina.
Se agregaron 0.5 mL de anhidrido acético a la disolucién. El curso de la reaccién se siguid por
cromatografia en capa fina. La mezcla de reaccion se mantuvo en agitacién durante cerca de 20 horas. La
reaccion se detuvo agregando hielo. La fase acuosa se extrajo tres veces con 5 mL de acetato de etilo. La
fase orgdnica se lavod sucesivamente con HCI (5 %), agua, NaHCO3 y agua. Se sec6 con Na,SO4 anhidro y
se concentrd. Se obtuvieron 57 mg de la mezcla acetilada que se sometié a CC eluida con una mezcla de
hexano y acetato de etilo 80:20. De la fraccion 15 se aislaron 4.3 mg del tetraacetato de un glucdsido de
diterpeno (15).

Tetraacetilpatulésido A (15): aceite incoloro; [a]3’ -17.65 ° (c., CHCl3); IR (CDCl3): Vmsx 3682,
2963, 2928, 1755, 1738, 1458, 1442, 1370, 1165, 1047, 931 cm™; EMAR-ESI: m/z 743.4033 [M+Na]*
(calculado para CasHesO12Na [M+Nal*, 743.4027); RMN 'H (500 MHz, CDCl3): ver tabla 5. RMN 3C (125
MHz, CDCls): ver tabla 4.
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* DESARROLLO EXPERIMENTAL

Se detectd (CFF) la presencia del compuesto 16 en las fracciones polares de la fraccion de hexano
(168A-190A). Estas se sometieron a CC (columna E’) que se eluyé con acetato de etilo (1E’-29F’), acetona
(30E’) y metanol (31E’-33F’). Las fracciones 7E’-12E’ se sometieron a CC (columna F’) eluida con mezclas
de benceno y acetato de etilo 40:60 (1F’-12F’), 30:70 (13F’-39F’), acetona (40F’) y metanol (41F-43F’). Se
reunieron las fracciones 20D’-33D’, 13E’-16E’ y 27F-40F’ y se sometieron a CC (columna G’). Se eluyé con
una mezcla de benceno y acetato de etilo 20:80. Las fracciones 16G’-36G’ se reunieron con 45D’-46D’ y
se sometieron a CC (columna H’). Se empleé una mezcla de benceno y metanol 90:10 como eluyente. Se
tomaron 151.9 mg de la mezcla que contenia a 16 (frs. 1H’-3H’) y se aplicaron sobre placas preparativas
de fase reversa que se eluyeron tres veces con una mezcla de metanol y agua 65:45. Se obtuvieron 58.7
mg del compuesto 16.

Patulésido A (16): aceite incoloro; [a]4° -50.0° (c. 0.21, CHCl); IR (CDCl3): Vmsx 3606, 3412, 2963,
2926, 1729, 1458, 1387, 1367, 1191, 1078, 1048, 918 cm™}; EMAR-ESI: m/z 575.3524 [M+Na]* (calculado
para Cs1Hs,OgNa [M+Na]*, 575.3523); RMN H (500 MHz, CDCls): ver tabla 5; RMN *3C (125 MHz, CDCls):
ver tabla 4.

Las fracciones 16F’-42F’, 10G’-15G’ y 4H’ se purificaron por CC (columna J’) empleando mezclas
de benceno y metanol 93:7 (1J°-20J’), 92:8 (21)’-41)’) y metanol (42J’). De la fraccidn 24J)’ que contenia el
compuesto 16, se tomaron se tomaron 79.3 mg y se realizd una segunda reaccidon de acetilacion
siguiendo el mismo tratamiento que la reaccidn anterior. Se obtuvieron 93.4 mg de derivados acetilados
gue se separaron por CC eluyendo con mezclas de acetato de etilo y hexano de polaridades crecientes.
De las fracciones 13-26 se obtuvieron 37 mg del compuesto 16.
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* DESARROLLO EXPERIMENTAL

De las fracciones 7E’-30E’ se obtuvieron por cristalizacién 189 mg de glucésido de B-sitosterol
(17).

GluO

Las fracciones 112J-118J se reunieron y sus componentes se separaron por CC (columna K’). Se
eluyd con una mezcla de hexano y acetato de etilo 20:80 a la que se agregaron porcentajes crecientes de
acetona. Se obtuvieron 38 fracciones. Con las fracciones 12K’-21K’ se realizé una columna (L’) eluida con
una mezcla de acetato de etilo y metanol 99:1. Se reunieron las fracciones 12K’-14K’ con 7L’-15L" y se
fraccionaron por CC (columna M’) eluyendo con una mezcla de cloroformo y acetona 50:50.

En la fraccién 20M’ se detectd la presencia de un glucésido de diterpeno. Con el fin de aislarlo se
obtuvo su derivado peracetilado (18). Se tomaron 42.5 mg de la mezcla y se realizé el mismo tratamiento
gue para la obtencién de 15. Se obtuvieron 56.1 mg de derivados que se sometieron a CC eluyendo con
una mezcla de hexano y acetona 80:20. Se obtuvieron 33.2 mg de 18.

Pentaacetilpatulésido B (18): aceite incoloro; [a]3’ -22.78° (c. 0.18, CHCl3); IR (CDCls): Vimsx 3693,
3606, 2928, 2869, 2852, 1754, 1602, 1457, 1369, 1242, 1041, 909 cm™; EMAR-ESI: m/z 717.3484 [M+K]*
(calculado para CssHssO1K [M+K]*, 717.3478); RMN H (500 MHz, CDCl3): ver tabla 5; RMN 3C (125 MHz,
CDCls): ver tabla 4.

OAc

34



V. RESULTADOS Y DISCUSION

Como resultado del estudio quimico de los extractos de acetona y de metanol de Physalis patula
Miller se aislaron tres fitoesteroles, cuatro flavonoides, dos diterpenos tipo labdano, cuatro
withaesteroides, un éster de sacarosa, un glucésido de fitoesterol y dos glucdsidos de diterpenos. Se
obtuvieron también mezclas de acilsacarosas cuyos componentes no fueron aislados.

V. 1. Elucidacion estructural de los compuestos aislados

La elucidacién estructural de los compuestos aislados se llevd a cabo analizando los datos
obtenidos de los espectros de IR, de EM (El, FAB, DART, ESI) y de RMN de *H y *3C, asi como de los
experimentos DEPT, HSQC, HMBC, COSY y NOESY.

A. Fitoesteroles

La mezcla de los compuestos 1 y 2 se obtuvo de las fracciones poco polares del extracto de
hexano. Sus estructuras se determinaron por comparacién mediante CCF con una muestra de la mezcla
de B-sitosterol y estigmasterol aislada previamente en nuestro laboratorio, asi como por comparacién de
su punto de fusién y sus datos de RMN H con los de la literatura (Ahmad et al., 1999). La presencia de
los esteroles 1y 2 es comun en plantas.

SO
Ho 1 B-Sitosterol

2 Estigmasterol A2

El compuesto 3 se aisléd en forma de cristales blancos. Su espectro de EM-EI muestra un ion
molecular [M]* de m/z 414, congruente con una férmula molecular CsHsc0,. Ademas, se observa el ion
de m/z 271 caracteristico de los A® esteroles, resultante de la pérdida de la cadena lateral. El anélisis de
los espectros de RMN (espectros 1 y 2) permitid proponer la estructura 3. Se compararon los datos
espectroscopicos del compuesto 3 con los de la literatura y se encontré que este compuesto ya ha sido
descrito y se conoce como physalindicanol A (Sinha et al., 1986).
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* RESULTADOS Y DISCUSION

3 Physalindicanol A

De las fracciones polares del extracto se aislé el compuesto 17. Su identificacion se llevé a cabo
mediante el andlisis de sus espectros de RMN H y 3C y su comparacién con los de una muestra
auténtica de glucdsido de [-sitosterol obtenida anteriormente en nuestro laboratorio. Ambos
compuestos presentaron ademas el mismo factor de retencién cuando se compararon por CCF y sus
puntos de fusion resultaron semejantes (Faizi et al., 2001).

GluO

17 Glucésido de B-sitosterol
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* RESULTADOS Y DISCUSION

B. Flavonoides

Figura 23. Numeracién de las posiciones en los flavonoides.

De la fraccion de hexano del extracto de partes aéreas de Physalis patula se aislaron los
flavonoles 4 y 5, mientras que los flavonoles 7 y 9 se aislaron de la fraccion de acetato de etilo.

El espectro de RMN 'H del compuesto 4 (espectro 3) muestra dos sefiales de hidrégenos
aromaticos en &4 6.36 y d4 6.45, con una constante de acoplamiento de 2.5 Hz. Dicha constante indica
una relacion meta. Estas sefiales son atribuibles a los protones de las posiciones 6 y 8 del anillo A de un
flavonoide. La sefial singulete en 84 12.64 es atribuible a un grupo hidroxilo en C-5.

Asimismo, se observa un sistema formado por la sefial en 8y 7.74 (dd; J = 8.5, 2.0 Hz) que esta
acoplada con las sefiales en o4 7.69 (d; J = 2.0 Hz) y dx 6.99 (d, J = 8.5 Hz). Esto indica un anillo B
sustituido en C-3’ y C-4’. Estas sefiales se asignaron a H-6’, H-2’ y H-5’. Se observan ademas las sefiales de
cuatro grupos metoxilo como singuletes que integran para tres hidrégenos cada uno en o4 3.87, &4 3.88,
On 3.968 y o1 3.974.

El espectro de RMN 3C (espectro 4) muestra diecinueve sefiales que corresponden a cuatro
metilos, cinco metinos y diez carbonos no protonados, entre estos ultimos el carbono de la cetona en C-
4 (8¢ 178.7). El espectro de masa (DART-TOF*) muestra un pico de m/z 359 [M+H]*, que es congruente
con una férmula molecular C19H1305.

Asi, se propuso la estructura 5-hidroxi-3,3’,4’,7-tetrametoxiflavona. Este compuesto ya ha sido
descrito y es conocido como retusina (Sutthanut et al., 2007). La comparacién de los datos de 4 con los
de la literatura confirmo lo anterior.

4 Retusina
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* RESULTADOS Y DISCUSION

El espectro de EM-EI del compuesto 5 muestra un ion molecular [M]* de m/z 388, congruente
con una férmula molecular CoH200s. En su espectro de RMN 3C (espectro 6) se observan dieciséis
sefiales, entre ellas cuatro de grupos metoxilo. Dos corresponden a los metoxilos en C-3 (8¢ 60.3) y C-7
(6c 55.8) y las dos restantes, dc 56.3 y dc 61.0 (la primera con el doble de intensidad), corresponden a
metoxilos del anillo B. Esto sugiere una estructura flavonoide con el mismo patrén de sustitucién en los
anillos Ay C que el compuesto 4 y un anillo B sustituido simétricamente en C-3’, C-4’ y C-5’ por grupos
metoxilo.

Asi, se determiné que la estructura del compuesto 5 corresponde a la 5-hidroxi-3,3’,4’,5,7-
pentametoxiflavona. Al revisar la literatura se encontré que ya ha sido descrita y se conoce como
combretol (Dachriyanus et al., 2003).

OH O
5 Combretol

Los datos de RMN del flavonoide 7 (espectros 9 y 10) sugieren que presenta el mismo patron de
sustitucion que el compuesto 4. El espectro de RMN 3C muestra dieciocho sefiales: una de cetona (8¢
178.0), quince sefiales de carbonos del nucleo base y tres carbonos de metoxilo (8¢ 59.7, 8¢ 56.0 y Oc
55.6). Su espectro de masas (EM-EI) muestra un ion molecular de m/z 344 [M]*, congruente con una
férmula molecular CisH1607 y catorce unidades de masa menor que el del compuesto 4. Esto significa
que el nucleo flavonoide esta sustituido por dos grupos hidroxilo y tres grupos metoxilo.

Asi, se propusieron estructuras probables para 7: 3’,5-dihidroxi-3,4’,7-trimetoxiflavona y 4’-5-
dihidroxi-3,3’,7-trimetoxiflavona. Para discernir entre ellas se realizd el experimento NOESY en el que se
mostré una interaccidn entre un grupo metoxilo y H-5’, con lo que se determind que su estructura
corresponde a la 3’,5-dihidroxi-3,4’,7-trimetoxiflavona. Este compuesto se conoce como ayanina (Wang
et al., 1989). Se compararon los datos de 7 con los de la ayanina y esto confirmé su identidad.

OH O

7 Ayanina
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* RESULTADOS Y DISCUSION

Los datos espectroscépicos del compuesto 9 sugieren una estructura semejante a la del
compuesto 5. El espectro de RMN 3C (espectro 18) muestra dieciséis sefiales, tres de ellas (5c 56.5, 8¢
105.8 y 8¢ 147.0) con el doble de intensidad, lo que sugiere diecinueve carbonos en la molécula. Esto se
confirma por el ion molecular de m/z 374, observado en el espectro EM-EI, que es congruente con la
férmula molecular Ci19H150s.

El espectro de RMN *H (espectro 17) muestra, ademas de las sefiales de H-6, H-8 y cuatro grupos
metoxilo [6x 3.86 (3 H), 61 3.89 (3 H) y 0x 3.98 (6 H)], una seiial singulete en &y 7.42 que integra para dos
hidrégenos y que sugiere un anillo B sustituido simétricamente en C-3’, C-4’ y C-5'.

Asi, se estableci6 la estructura de este compuesto como 4',5-dihidroxi-3,3’,5’,7-
tetrametoxiflavona. Al revisar la literatura se encontré que este compuesto ya ha sido descrito (Kranjc et
al., 2016). La comparacién de los datos fisicos y espectroscopicos de ambos compuestos confirmé su
identidad.

OH O
9 4' 5-Dihidroxi-3,3',5',7-tetrametoxiflavona
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Tabla 1. Datos de RMN *H y 13C de los flavonoles 4,5,7 y 9
(CDCls, 6 en ppm, J en Hz).

Posicién 4° 5b 7° 94
OH Oc OH dc On Oc O Oc
2 - 155.8 - 155.6 - 155.6 - 155.9
3 - 139.0 - 139.4 - 138.1 - 137.7
4 - 178.7 - 178.8 - 178.0 - 178.1
5 - 162.0 - 162.1 - 160.9 - 162.1
6 6.36d 97.8 6.37d 97.9 6.37d 97.7 6.37d 97.9
(2.5) (2.0) (2.1) (2.1)
7 - 165.4 - 165.6 - 165.1 - 165.5
8 6.45d 92.2 6.46d 92.3 6.71d 92.2 6.45d 92.3
(2.5) (2.0) (2.1) (2.1)
9 - 156.7 - 156.7 - 156.2 - 156.7
10 - 106.0 - 106.0 - 105.2 - 105.8
1 - 122.9 - 125.5 - 122.1 - 121.4
2 7.69d 111.3 7.37s 106.0 7.57d 115.0 7.42s 105.8
(2.0) (2.4)
3’ - 148.8 - 153.1 - 146.3 - 147.0
q - 151.4 - 140.6 - 150.3 - 139.1
5’ 6.99d 110.9 - 153.1 7.10d 111.8 - 147.0
(8.5) (9.3)
6’ 7.74 dd 122.2 7.37s 106.0 7.58 dd 120.3 7.42s 105.8
(8.5, 2.0) (9.3, 2.4)
3-OMe 3.87s 60.2 3.87s 60.3 3.80s 59.7 3.86s 60.2
7-OMe 3.88s 55.8 3.89s 55.8 3.86s 55.6 3.89s 55.8
3’-OMe 3.968 s 56.1 3.95s 56.3 - - 3.98s 56.5
4’-OMe 3.974 s 56.0 3.95s 61.0 3.86s 56.0 - -
5’-OMe - - 3.95s 56.3 - - 3.98s 56.5
5-OH 12.64 s - 12.59 s - 12.64 s - 12.62s -
3’-OH - - - - 9.41s - - -
4’-OH - - - - - - 5.90s -

Los espectros se determinaron a 500 MHz (*H) y 125 MHz (*3C).
bLos espectros se determinaron a 400 MHz (*H) y 100 MHz (*3C).

°Los espectros se determinaron en DMSO-ds a 300 MHz (*H) y 75 MHz (33C).

9Los espectros se determinaron a 300 MHz (*H) y 75 MHz (*3C).
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C. Labdanos

Figura 24. Numeracién de las posiciones en los labdanos.

Del extracto de partes aéreas de Physalis patula se aislaron los labdanos 6 y 8, asi como los
glucdsidos de labdano 16 y 19, este ultimo obtenido como el derivado peracetilado 18.

El compuesto 6 muestra un ion molecular [M]* de m/z 306, congruente con la férmula molecular
C20H340:. El espectro de RMN 3C (espectro 8) muestra la presencia de veinte carbonos que
corresponden a cinco metilos (dos de ellos vinilicos), seis metilenos (uno de ellos unido a oxigeno), cinco
metinos (dos de ellos vinilicos y uno unido a oxigeno) y cuatro carbonos no protonados (dos de ellos
vinilicos y dos cuaternarios). Lo anterior sugiere que 6 es un diterpeno tipo labdano con dos
insaturaciones y dos grupos hidroxilo en la estructura.

En el espectro de RMN *H (espectro 7) se observan dos sefiales de hidrégenos vinilicos en 8y 5.42
(sa) y 0u 5.66 (ta, J = 6.6 Hz), lo que sugiere que los dos enlaces dobles son trisustituidos. Se propuso que
las insaturaciones estdn en C-7 y C-13 y que los metilos vinilicos estan unidos a C-8 y C-13.

Los espectros de RMN 'H y 3C muestran la presencia de un metileno (8¢ 59.1; 64 4.21 d, J = 6.6
Hz, 2 H) cuyo desplazamiento indica que esta unido a uno de los grupos hidroxilo y que es vecino a un
enlace doble, por lo que se determind que el grupo hidroxilo se encuentra en C-15. Se observan
asimismo las sefiales de un metino cuyos desplazamientos (8¢ 77.1; 6w 4.12 dda, J = 10.2, 2.1 Hz) sugieren
que se trata de un metino alilico unido al segundo grupo hidroxilo. La multiplicidad de la sefial de
hidrégeno (dda) sugiere que se trata de H-12. Asi, se propuso la estructura siguiente para este
compuesto.
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Al revisar la literatura se encontré que los datos fisicos y espectroscépicos de 6 son los mismos
que los de la physacoztomatina (Pérez-Castorena et al., 2006). La comparacion por CCF con una muestra
auténtica confirmo su identidad.

6 Physacoztomatina

Los espectros de RMN del compuesto 8 son muy similares a los del compuesto 6, lo que sugiere
que 8 también es un labdano. El espectro de RMN 3C (espectro 13) del compuesto 8 muestra veinte
sefiales. El experimento DEPT las diferencia en cuatro carbonos no protonados, cinco metinos, seis
metilenos y cinco metilos.

En el espectro de RMN 'H (espectro 12) se observan cinco singuletes que se atribuyeron a los
grupos metilo. Las sefiales en &y 0.87, ou 0.85 y Oy 0.76 se asignaron a Hs-19, Hs-18 y Hs-20,
respectivamente. En consecuencia, el experimento HSQC (espectro 14) permitid asignar las sefiales que
aparecen en ¢ 13.6, 8¢ 21.8 y &¢ 33.1 a C-20, C-19 y C-18, respectivamente. De igual forma, las sefiales
de metilos vinilicos en 8y 1.69 (sa) y 6u 1.75 (sa) se asignaron a Hs-16 y Hs-17. Las sefiales en 6c 11.0 y oc
22.8 se atribuyeron a C-16 y C-17.

De manera andloga a lo exhibido para 6, el espectro de RMN 3C de 8 muestra cuatro sefiales de
carbonos vinilicos. En el experimento HMBC (espectro 15) la sefial de Hs-16 correlaciona con la sefial del
carbono metino en &¢c 126.9, que se asignd a C-14. El mismo experimento permitié asignar la sefal de
protén vinilico en oy 5.60 (tdc, J = 6.6, 1.2, 0.6 Hz) a H-14 y la seial de carbono no protonado en &c 139.9
a C-13. Las sefales de C-13 y C-14 correlacionan con las sefiales de hidrégenos geminales a hidroxilo en
On 4.23 (dd, J=6.6, 0.6 Hz) y &4 4.24 (dd, J = 6.6, 0.6 Hz), por lo que éstas se asignaron a H-15y H-15" y la
sefial en d¢ 59.2 a C-15. La sefial de C-13 correlaciona con otro hidrégeno geminal a hidroxilo en 64 4.19
(dd, J = 8.7, 5.4 Hz) que se asignd a H-12. En consecuencia, la sefial de carbono base de oxigeno en 6¢
78.8 se asignd a C-12 y por correlaciones se asignaron las sefiales en 8¢ 32.3 a C-11y en 84 1.65 (td, J =
9.0,2.1Hz)y 64 1.46 (m) aH-11y H-11".

En el mismo experimento, la sefial de Hs-17 correlaciona con la sefial de metino en 8¢ 122.8 y la
sefial de carbono no protonado en &¢c 134.8. La primera fue asignada a C-7 y la segunda a C-8. La sefial de
C-8 correlaciona con H-11, lo que corrobora la asignacion. Las sefiales de Hs-17 y H3-20 correlacionan con
un metino en &¢ 50.4 que se asignd a C-9. La sefial de H3-20 correlaciona ademds con un metileno en 6¢
39.4 que se asigno a C-1. Esto permitid asignar las sefiales en 8y 1.72 y 64 0.83 a H-1 y H-1". Las sefiales
de H-9 y H3-20 correlacionan con un carbono no protonado en 8¢ 36.7 que se asignd a C-10.
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La sefial de Hs-18 correlaciona con un metileno en d¢c 42.2 que se asigné a C-3 y con un metino en
Oc 50.0 que se asignd a C-5. Las senales de Hs3-18 y H3-19 muestran correlaciéon con la sefal de un
carbono no protonado en §¢ 33.0 que fue asignada a C-4. Esta correlaciona con la sefial en 8y 1.44, que
fue asignada a H-2. En consecuencia, el metileno en 6¢c 18.8 se asignd a C-2. La asignacién de los
hidrogenos restantes se realizé gracias al experimento HSQC.

Lo anterior permitié proponer para el compuesto 8, una estructura bidimensional idéntica a la
del compuesto 6. En el espectro EM-IE no se observé el ion molecular, pero si los iones de m/z 288 y 270
que corresponden a las pérdidas de una y dos moléculas de agua a partir de un compuesto con férmula
molecular Cy0H340,. Esto es congruente con la estructura propuesta y sugiere que 8 es un epimero de 6.

Al comparar los datos de RMN ambos compuestos se encuentran diferencias en los
desplazamientos quimicos de las posiciones C-11 a C-16 y en los de H-9. Esto permite proponer que la
epimeria entre los compuestos 6 y 8 radica en C-12. Para confirmar esta propuesta se recurrié a datos
espectroscopicos de compuestos estructuralmente semejantes a 6 y 8 que presentaran tal epimeria. El
nicandiol y su epimero en C-12, aislados de P. nicandroides var. attenuata (Torres, 2006), se ajustan a lo
descrito. La estructura del nicandiol fue confirmada por difraccion de rayos X.

“H  Nicandiol (12R)

En la tabla 2 se observa que la sefial de C-12 en el nicandiol aparece en &¢ 75.0 y cuando la
configuracién de dicho centro se invierte, la sefial se desplaza hacia campo bajo (3¢ 77.2). Con 6 y 8 tiene
lugar la misma situacion: la sefial de C-12 aparece en 8¢ 77.1 para 6 (12R) y se desplaza a dc 78.8 para 8.
Situaciones analogas pueden encontrarse entre los desplazamientos de C-11, C-13, C-14, C-15 y C-16,
donde éstos se desplazan a campo mds alto o mas bajo segun la configuracién en C-12. Una sefial que
puede considerarse diagndstica de la configuracién de C-12 es la de H-9, que se desplaza a campo bajo
en los isémeros 12R.

Tabla 2. Algunos datos de RMN (0 en ppm) de los compuestos 6, 8, nicandiol y 12-epi-nicandiol.

Compuesto 6 8 Nicandiol 12-epi-Nicandiol

(12R) (129) (12R) (129)
H-9 2.02 1.69 2.01 1.47
C-11 33.7 32.3 30.1 28.6
C-12 77.1 78.8 75.0 77.2
C-13 142.0 139.9 142.3 140.2
C-14 123.5 126.9 123.3 126.7
C-15 59.1 59.2 59.1 59.2
C-16 12.3 11.0 12.2 10.6
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Esta correlacién de datos de RMN sostiene la propuesta de 8 como epimero en C-12 de 6. El
compuesto 8 es un compuesto nuevo, por lo que se decidid nombrarlo 12-epi-physacoztomatina.

8 12-epi-Physacoztomatina

Tabla 3. Datos de RMN *H y *3C de los labdanos 6y 8
(CDCls, 6 en ppm, J en Hz).

Posicién 6 8¢
On dc OH Oc
1 CH, 1.85m; 1.04 m 39.3 1.72m; 0.83 m 394
2 CH; 1.54m;1.48m 18.8 1.53m; 1.44m 18.8
3 CH; 1.41m;1.18 m 42.3 1.40m;1.15m 42.2
4 C - 33.0 - 33.0
5 CH 1.25m 50.1 1.19dd (11.7,5.1) 50.0
6 CH, 2.00 m; 1.88 m 23.9 1.95m; 1.86 m 23.9
7 CH 5.42 sa 122.9 5.43 sa 122.8
8 C - 134.8 - 134.8
9 CH 2.02m 50.5 1.69m 50.4
10 C - 36.4 - 36.7
11 | CH; 1.54m 33.7 1.65td (9.0, 2.1); 32.3
1.42m 1.46m
12 | CH | 4.12dda (10.2, 2.1) 77.1 4.19 dd (9.0; 5.4) 78.8
13 C - 142.0 - 139.9
14 | CH 5.66 ta (6.6) 123.5 5.60 tdc (6.6, 1.2, 0.6) 126.9
15 | CH; 4.21d (6.6); 59.1 4.24 dd (6.6, 0.6); 59.2
4.20 sa 4.23 dd (6.6, 0.6)
16 | CH3 1.71s 12.3 1.69 sa 11.0
17 | CH3 1.69s 22.5 1.75sa 22.8
18 | CH3 0.86s 33.1 0.85s 33.1
19 | CH3 0.88s 21.8 0.87s 21.8
20 | CHs 0.74 s 13.6 0.76 s 13.6

¢Los espectros se determinaron a 300 MHz (*H) y 75 MHz (13C).
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El derivado peracetilado 15 se obtuvo con el fin de facilitar la elucidacidon estructural del
compuesto natural 16. Los espectros de RMN del compuesto 15 mostraron que se trata del glucésido de
un labdano. El espectro de RMN 3C de 15 (espectro 36) muestra treinta y nueve sefiales. El experimento
DEPT permite diferenciarlas en once metilos, ocho metilenos, once metinos y nueve carbonos no
protonados. Entre ellos se observan cinco carbonos correspondientes a carbonilos de éster, cuatro
carbonos vinilicos y ocho carbonos base de oxigeno.

En el espectro de RMN 3C se observan cuatro sefiales de carbonos vinilicos: dos carbonos no
protonados y dos metinos. Esto junto con las sefales de hidrogenos vinilicos en dx 5.40 (sa) y dx 5.50 (ta,
J = 6.5 Hz) y las sefales de metilos vinilicos en o4 1.61 y o4 1.68 permiten proponer una estructura
semejante a 6 y 8 con dos enlaces dobles trisustituidos en C-7 y C-13. En consecuencia, las sefiales en dc
122.6 (CH) y 0c 134.8 (C) se asignaron a C-7 y C-8, mientras que las sefiales en 8¢ 138.4 (C) y 6¢c 124.7 (CH)
se asignaron a C-13 y C-14.

El espectro de RMN H (espectro 36) muestra cinco singuletes que se atribuyeron a los grupos
metilo de un diterpeno de tipo labdano. El experimento HMBC (espectro 38) muestra la correlacion
entre las sefiales de C-13 y C-14 con la sefial de metilo vinilico en 4 1.61 que se asigné a Hs-16. Dichas
sefiales correlacionan ademas con la sefial en o4 4.65 (d, J = 6.5 Hz, 2 H) que se asigné a H-15 y H-15".
Esta sefal correlaciona en el experimento HSQC (espectro 37) con la sefial de carbono base de oxigeno
en &c¢ 60.6, por lo que se propone un sustituyente oxigenado en dicha posicion. Las correlaciones en el
experimento HMBC de las sefiales de H-15 y la de un metilo (6x 2.09 s) con un carbono de carbonilo de
éster en dc 170.8 permiten proponer un grupo acetilo como sustituyente en C-15.

En el espectro de RMN 3C se observa una sefial de metino en 8¢ 50.0 que correlaciona en el
espectro HSQC con las sefiales en 0y 1.15 (H-5) y du 1.68 (H-9), lo que indica que se trata de dos sefiales
sobrepuestas que se asignaron a C-5y C-9, por sus correlaciones en el espectro HMBC con H-7, H-11" y
Hs-20 (8w 0.73). Las correlaciones de H-5, H-11 y Hs-20 con una sefial de carbono no protonado en dc 36.6
permitieron asignar ésta ultima a C-10.

Las sefiales de C-7 y C-8 muestran correlacion en el experimento HMBC con la sefial de un metilo
en Oy 1.68 que se asignd a His-17. Las sefiales de C-13 muestran correlacion con la sefial en 84 1.51, por lo
que se asignd a H-11. En consecuencia, las sefiales en 6y 1.55 y &¢ 30.3 se asignaron a H-11" y C-11. Las
sefiales de C-9, C-11, C-14 y C-16 correlacionan con la sefial de hidrégeno geminal a oxigeno en &y 4.18
(dd, J = 9.0, 5.5 Hz) que se asignd a H-12. Se propuso entonces que la posicién C-12 se encuentra
oxidada.

La sefial de Hs-20 correlaciona con el carbono de un metileno en &¢c 39.2, por lo que se asigné
esta sefal a C-1. En consecuencia, las sefiales en 84 0.80 (td, J = 14.0, 3.5 Hz) y 64 1.62 (m) se asignaron a
H-1y H-1’. El experimento COSY (espectro 39) permitié entonces asignar las sefiales en 64 1.39 (m) y on
1.48 (m) a H-2 y H-2’. Estas correlacionan en el mismo espectro con las sefiales en §y 1.11 (td, J = 13.5,
4.0) y o4 1.38 (m) que se asignaron a H-3 y H-3’. Asi, las sefiales de metileno en d¢c 18.8 y d¢c 42.2 se
asignaron a C-2 y C-3, respectivamente.
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El experimento HMBC muestra la correlacion entre las sefiales de C-3 y C-5 con dos sefiales
singuletes en 8y 0.84 y 84 0.86 que se asignaron a Hs-18 y Hs-19. Estas a su vez correlacionan con una
sefial de carbono no protonado en &¢c 32.9 que fue asignada a C-4. El experimento NOESY (espectro 40)
muestra interacciones entre Hs-20 y la sefial en 84 0.87, por lo que ésta se asignd a Hs-19.

Ademas de la sefial asignada al carbonilo de acetato en C-15 (dc 170.8) se observan cuatro
sefiales de carbonilo de éster que se asignaron a los sustituyentes de una glucosa tetraacilada. El
desplazamiento de C-12 indica que esta posicion se encuentra oxidada, por lo que se propuso como sitio
de unidén con la glucosa, pues la sefial de C-12 correlaciona con el protdn anomérico H-1g (64 4.37 d, J =
8.0 Hz). El experimento COSY permitid asignar las sefiales de H-2g a H,-6g, mientras que con el
experimento HSQC se localizaron las de los correspondientes carbonos (tabla 4).

El experimento HMBC reveld que existen grupos acetilo unidos a los oxigenos 2g-O, 3g-O y 4g-0,
mientras que las sefiales de H-6g y H-6’g muestran correlacién en el experimento HMBC con un carbono
en Oc 172.6 (C-1i). Dicha sefal muestra correlaciones con la seial en 04 2.21 (d, J = 7.0 Hz, 2 H), asignada
a los hidrégenos de un metileno (CH;-2i; 8¢ 43.1). La multiplicidad de H-2i sugiere un metino vecino. El
experimento COSY muestra su correlacién con la sefial en 64 2.10 (heptuplete, J = 6.5 Hz) (H-3i) que en el
experimento HSQC correlaciona con la sefial de un carbono en &c 25.6. La sefial de C-2i muestra
correlacién en el experimento HMBC con las sefiales de dos metilos que se observan como dobletes (J =
6.5 Hz) en 8y 0.96 y 8 0.97. Estas se asignaron a Hs-4i y Hs-5i. La sefial en 8¢ 22.4 se asigné entonces a C-
4iy C-5i. Estas sefiales corresponden a un grupo isovaleroilo.

Se propone que al igual que 6 y 8, el glucdsido 15 sea un labdano. La configuracién en C-12 se
propone como S, con base en el desplazamiento de la sefial de H-9 que al igual que en el compuesto 8 se
observa a campo mas alto (du 1.68) que las de los labdanos con configuracion 12R.

Todo lo anterior permitié proponer la estructura que se muestra a continuacién para 15. Por
consiguiente, la estructura de 16 debe ser una en la que los grupos O-acetilo son remplazados por
grupos hidroxilo.

15 Tetraacetilpatulosido A
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Los datos espectroscépicos del compuesto 16 corroboran la propuesta anterior, por los
desplazamientos y correlaciones observados en los espectros de RMN (espectros 42 y 43). Estos
muestran que el producto natural 16 no contiene grupos acetilo, ya que no se observaron las sefiales
caracteristicas de dichos grupos. De igual forma confirman la presencia de un grupo isovaleroilo unido a
C-6 de la glucosa, al observarse que las sefales de H-6g y H-6’g correlacionan en el experimento HMBC
con el carbono del carbonilo del éster.

Las sefiales de los hidrégenos H-1g, H-2g, H-3g, H-4g y H-5g se desplazan a campo alto. El resto
de las sefiales, tanto de *H como de 3C son practicamente idénticas a las del derivado peracetilado 15.
Todo lo anterior permitid establecer la estructura que se muestra a continuacidon para 16. Este
compuesto no ha sido descrito, por lo que se decidié nombrarlo patulésido A.

A
16 Patulésido A

Del mismo modo, se obtuvo el derivado peracetilado 18 con el fin de facilitar la elucidacién
estructural del compuesto natural 19. Los espectros de RMN del compuesto 18 (espectros 49 y 50)
mostraron que se trata del glucdsido de un labdano. Los datos espectroscdpicos de 18 revelan una
estructura semejante a la del compuesto 15. No se observan, sin embargo, las sefales correspondientes
al grupo isovaleroilo, lo que permite proponer para 18 una estructura analoga a la de 15 en la que la
glucosa se encuentra totalmente acilada. El producto natural 19 debe corresponder al labdano con
glucosa unida en C-12. Los compuestos 18 y 19 no han sido descritos, por lo que se les llamd
pentaacetilpatuldsido B y patulésido B, respectivamente.

18 Pentaacetilpatulésido B, R = Ac
19 Patulésido B, R = H
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Tabla 4. Datos de RMN *H de los patuldsidos 15, 16 y 18

(500 MHz, CDCls, 6 en ppm, J en Hz).

Posicion 15 16 18
1 1.62 m 1.66 m 1.67 m
0.80 td (14.0, 3.5) 0.83m 0.79 td (15.0, 3.5)
2 1.48m;1.39m 1.48m;1.41m 1.53m;1.41m
3 1.39m 137 m 1.39m
1.11 td (13.5, 4.0) 1.13 td (13.5, 3.5) 1.11m
5 1.15m 1.17 dd (12.5, 5.0) 1.16 m
6 1.97 m 1.96 m 1.96 m
1.84 ta (15.0) 1.84 m 1.84 m
7 5.40sa 5.40sa 5.41sa
9 1.68 m 1.65m 1.65m
11 1.55m;1.49m 1.61m;1.49m 1.61m;1.54 m
12 4.18 dd (9.0, 5.5) 4.23 m 4.17 dd (12.0, 3.0)
14 5.50 ta (6.5) 5.61ta (6.5) 5.51ta (6.5)
15 4.65d (6.5) 4.30dd (12.5; 7.5) 4.65d (6.5)
4.11 dd (12.5; 4.0)
16 1.61s 1.66s 1.61s
17 1.68s 1.72s 1.70s
18 0.84s 0.85s 0.84s
19 0.86s 0.87s 0.86s
20 0.73s 0.74 s 0.73s
1g 4.37 d (8.0) 4.22d (7.5) 4.37 d (8.0)
2g 4.99 dd (9.5; 8.0) 3.32ta (8.5) 5.00 dd (9.5; 8.0)
3g 5.17 t (9.5) 3.51 ta (9.0) 5.17 t (9.5)
4g 5.05dd (10.0, 9.5) 3.34t(9.0) 5.05dd (10.0, 9.5)
5g 3.62 ddd 3.45m 3.63 ddd
(10.0, 5.0, 2.5) (10.0; 5.0; 3.0)
6g 4.23dd (12.0, 2.5) 4.41d(12.0) 4.18 dd (12.0, 5.0)
4.18 dd (12.0, 5.0) 422 m 4.14 dd (12.0, 3.0)
2i 2.21d(7.0) 2.22d (7.0) -
3i 2.10 sept (6.5) 2.10 sept (7.0) -
4i 0.97 d (6.5) 0.97 d (7.0) -
5i 0.96 d (6.5) 0.97d (7.0) -
15-Ac 2.09s - 2.09s
2g-Ac 2.02s - 2.03s
3g-Ac 2.02s - 2.02s
4g-Ac 2.00s - 2.00s
6g-Ac - - 2.07s
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Tabla 5. Datos de RMN 3C de los patuldsidos 15, 16 y 18

(125 MHz, CDCls, 6 en ppm).

Posicion 15 16 18
1 CH, 39.2 39.3 39.2
2 CH, 18.8 18.8 18.8
3 CH, 42.2 42.1 42.2
4 C 32.9 329 329
5 CH 50.0 49.9 50.0
6 CH; 23.8 23.8 23.8
7 CH 122.6 122.7 122.7
8 C 134.8 134.8 134.8
9 CH 50.0 49.9 49.9
10 C 36.6 36.6 33.1
11 CH, 30.3 30.5 30.3
12 CH 84.1 84.2 84.2
13 C 138.4 136.2 138.5
14 CH 124.7 129.7 124.7
15 CH, 60.6 58.7 60.6
16 CHs; 10.9 11.3 10.9
17 CHs; 22.4 22.8 22.5
18 CHs 33.1 33.1 33.1
19 CHs 21.8 21.8 21.8
20 CHs; 13.6 13.6 13.6
1g CH 97.2 98.9 97.3
2g CH 71.3 73.6 71.3
3g CH 73.0 76.2 73.0
4g CH 68.8 70.4 68.8
5g CH 71.7 73.7 71.6
6g CH; 61.9 63.4 62.3
1i C 172.6 173.7 -
2i CH, 43.1 43.2 -
3i CH 25.6 25.7 -
4i CHs; 22.4 22.4 -
5i CHs 22.4 22.4 -
15-OAc 170.8, 20.9 - 170.9, 20.9
2g-OAc 169.1, 20.6 - 169.1, 20.6
3g-OAc 170.3, 20.6 - 170.3, 20.6
4g-OAc 169.4, 20.6 - 169.4, 20.6
6g-0AC - - 170.6, 20.7
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D. Withandlidas

Figura 25. Numeracién de las posiciones en las withandlidas.

De la fraccion de acetato de etilo del extracto de partes aéreas de Physalis patula se aislaron las
withandlidas 10-13.

El espectro de infrarrojo del compuesto 10 (espectro 19) muestra bandas en 3583 y 3435 cm™

gue corresponden a grupos hidroxilo. Se observan dos bandas caracteristicas de grupos carbonilo en
1686 y 1707 cm™. La primera corresponde a una cetona o, f-insaturada mientras que la segunda, que es
una sefial ancha, puede corresponder a un éster y/o a d-lactona a,p-insaturada.

El espectro de RMN 3C (espectro 21) presenta treinta sefiales, lo que es congruente con un
esqueleto de withandlida sustituido con un grupo acetilo (3¢ 170.3, 21.6). El experimento DEPT permite
diferenciar a los veintiocho carbonos restantes en cinco metilos, seis metilenos, ocho metinos y nueve
carbonos no protonados. La sefial en 3¢ 204.4 corresponde a un carbono de cetona. Las sefiales en dc
128.8 y 141.3 corresponden a carbonos vinilicos. Lo anterior indica la presencia de una cetona o,f3-
insaturada, por lo que dichas sefiales se asignaron a C-1, C-2 y C-3 de un anillo A de withandlida.

En el espectro de RMN H (espectro 20) se observan dos sefiales de protones vinilicos en 8y 5.88
(dd, =10.0, 2.5 Hz) y 84 6.61 (ddd, J = 10.0, 5.0, 2.5 Hz) que corresponden a H-2 y H-3, respectivamente
(experimento HSQC, espectro 22). La constante de acoplamiento de 10.0 Hz indica que se encuentran en
relacién cis. El experimento HMBC (espectro 23) muestra la correlacién de C-2 y C-3 con los protones de
un metileno en o4 3.37 (dt, J = 20.0, 2.5 Hz) y 64 2.04 (dd, J = 20.0, 5.0 Hz) que se asignaron a H-4p y H-
40.

Asimismo, se observa la correlacién en el experimento HMBC de C-4 (8¢ 36.2) con el protén de
un metino (on 3.70 t, J = 3.0 Hz; &c 74.6), cuyo desplazamiento indica que es geminal a un grupo
hidroxilo. Estas sefiales se asignaron al metino CH-6. Los protones H-3, H-4a y H-6 muestran correlacion
con la sefial de un carbono no protonado base de oxigeno en &¢c 77.2, que se asignd a C-5, lo que indica la
presencia de un segundo grupo hidroxilo. La sefial de C-5 correlaciona con una sefial singulete en &y 1.30
(3 H) que se asignd a H3-19. A su vez H3-19 correlaciona con C-1, con un carbono no protonado (&¢c 52.3,
C-10) y con un carbono de un metino (d¢c 35.1, C-9). Todo esto sugiere que se trata de una withandlida
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que contiene los grupos 2-en-1-ona y 5a,6B-diol, presentes frecuentemente en los anillos A y B de este
tipo de compuestos.

En el espectro de RMN 3C se observa una sefial en 3¢ 166.2 que se asignd al carbono del
carbonilo de una &-lactona (C-26). El experimento HMBC muestra la correlacidon de dicha sefial con dos
singuletes en 64 1.88 (3H) y &y 1.96 (3H) que se asignaron a Hs3-27 y Hs-28, respectivamente. El
experimento HMBC permitié identificar las sefiales de carbonos vinilicos C-24 (8¢ 148.9) y C-25 (dc
122.1), asi como del metileno C-23 (8¢ 31.6; du 2.37, du 2.07), por sus correlaciones con Hs-27 y H3-28. En
Oc 81.4 se observa la sefial del carbono base de lactona, C-22, y la de H-22 (64 4.28 dd, J = 13.5, 3.5 Hz).

En el experimento HMBC se observa la correlacién de la sefial de C-22 con un singulete en oy
1.45 que se identific6 como Hs-21. Las sefiales de Hs-21 y H-22 correlacionan con la sefial de carbono no
protonado base de oxigeno en 8¢ 75.1 que se asigné a C-20. Todo lo anterior establece que se trata de la
cadena lateral de una withandlida con una &-lactona a,B-insaturada y un hidroxilo en C-20. Las
correlaciones de los &tomos C-20 a C-22 observadas en los espectros COSY (espectro 24), HSQC y HMBC
permitieron asignar las sefiales del resto de la molécula y determinar que el grupo acetato se encuentra
unido a CH-15 por los desplazamientos que presenta un metino (o4 5.09 d, J = 7.0 Hz; &c 80.2) y la
correlacién a tres enlaces entre C-1 del acetato y H-15, observada en el experimento HMBC. En la
molécula existe un cuarto grupo hidroxilo, en este caso en C-14, cuya sefial se observa en dc 83.6 y
presenta correlaciones en el experimento HMBC con H-12, H-12°, H-16, H-17 y H3-21.

En cuanto a la configuracién del compuesto 10, las interacciones en el experimento NOESY
(espectro 25) entre H3-19 y H-4f (dn 3.37) indican que la fusion de los anillos Ay B es trans. Por lo tanto,
la orientacidn del grupo hidroxilo en C-5 es a. Esto lo corrobora el signo negativo del efecto Cotton en
335 nm (Aesss -1.66) (Bagchi et al., 1984). Las constantes de acoplamiento de H-6 (J = 3.0 Hz) indican que
es ecuatorial y en consecuencia posee una orientaciéon a, por lo que el grupo hidroxilo en C-6 es 3. Esto
se confirma por la interaccién entre H-4a (du 2.04) y H-6. Las orientaciones [3 del hidroxilo en C-14 y a
del acetato en C-15 se determinaron por comparacion de los desplazamientos de los dtomos del anillo D
con los de la physapubendlida, que se determinaron al considerar que un grupo hidroxilo 14f3
desprotege a CHs-18 (Glotter et al., 1985). De igual forma, las interacciones de H-15 con H-16f y H-7f
observadas en el experimento NOESY confirmaron la orientacién o del acetato. Para establecer la
configuracion de C-22 se obtuvo el espectro de dicroismo circular. El compuesto 10 presenta un efecto
Cotton positivo (Agxs7 +3.30) en 257 nm, lo que indica una configuracién 22R (Bagchi et al., 1984;
Anjaneyulu et al., 1998).

Asi, se propone para el compuesto 10 la estructura 15a-acetoxi-5a,6f3,14p3,20R-tetrahidroxi-1-
oxowitha-2,24-diendlida. En el espectro EMAR-FAB* se aprecia el cation correspondiente a la molécula
protonada [M+H]* de valor m/z 547.2901, consistente con la férmula molecular C3oH4,0s.
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10 Withaneomexdlida D

Al revisar la literatura se encontré la descripcion reciente de una withandlida, la
withaneomexdlida D, aislada de P. neomexicana (Cao et al., 2015). Mediante la comparacién de los datos
de RMN 3C y 'H de este compuesto y los de la withandlida 10 se determiné que se trata del mismo
compuesto, pese a la discrepancia en su rotacion dptica. Sin embargo, a la withaneomexdlida D se le
asignd la configuracion de C-22 como S, siendo que, como se menciond previamente, los datos de
dicroismo circular indican que es R. Asi, en este trabajo se corrige la configuracion en C-22 de la
withaneomexdlida D.

Las sefiales observadas en los espectros de IR y de RMN para los anillos C, D y la cadena lateral
en C-17 de los compuestos 11, 12 y 13 son semejantes a las observadas para el compuesto 10, por lo que
se propone que sus estructuras difieren sélo en los anillos Ay B.

El espectro de RMN 3C (espectro 28) del compuesto 11 indica la presencia de treinta carbonos,
congruente con una withandlida con un grupo acetato como sustituyente. La principal diferencia
respecto al compuesto 10 radica en los desplazamientos de las sefiales de CH,-4 (8¢ 37.3; o1 3.56 dt, J =
20.0, 2.5 Hz; 84 2.54 dd, J = 20.0, 5.0 Hz), C-5 (0c 80.8) y H-6 (1 4.11 sa), que aparecen a campo mas bajo.
Estos cambios se explican con la presencia de un cloro como sustituyente en lugar del grupo hidroxilo en
C-5 (Nicotra et al., 2003). En efecto, el espectro EMAR-ESI muestra el aducto de sodio [M+Na]* de m/z
587.2388 congruente con la férmula molecular C3oHa:1ClOsNa.

Por esto, se propone la estructura 15ca-acetoxi-5a-cloro-6[3,14[3,20R-tetrahidroxi-1-oxowitha-
2,24-diendlida para el compuesto 11. Al revisar la literatura se encontré que este withaesteroide ya ha
sido descrito como componente de Physalis pruinosa (Arredondo, 2006) y Physalis nicandroides var.
attenuata (Torres, 2006). En dichos trabajos se le llamé physapruina Cy se le asigné de forma incorrecta
la estructura 10. El aislamiento y la elucidacién estructural de 11 permiten corregir la estructura de la
physapruina C.
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Cl

OH
11 Physapruina C

En el espectro de RMN 3C (espectro 31) del compuesto 12 se observan treinta carbonos, lo que
permite proponer una estructura de withandlida con un grupo acetato como sustituyente. Los datos de
RMN de 12 sugieren una estructura que difiere de 10 unicamente en los desplazamientos de CH;-4 (3¢
33.0; 84 2.98 dt, J = 19.0, 2.5 Hz, 8¢ 1,94 m), C-5 (¢ 61.3) y CH-6 (dc 63.8; 3.21 d, J = 2.5 Hz). Estos valores
sugieren que existe un grupo 5,6-epoxi. El signo positivo del efecto Cotton en 347 nm (Agz47 +1.05) indica
que la fusion de los anillos Ay B es cis (Anjaneyulu et al., 1998). Por lo tanto, la orientacién del epdxido

es 3.

Lo anterior se confirma por el aducto de sodio [M+Na]* de m/z 551.2624 (EMAR-ESI) que es
congruente con una férmula molecular C3H400sNa. Lo anterior permite proponer la estructura 150-
acetoxi-5f,6p-epoxi-14p,20R-dihidroxi-1-oxowitha-2,24-diendlida. Revisando la literatura se encontrd
gue este compuesto fue aislado anteriormente de Physalis nicandroides var. attenuata (Torres, 2006) y
es conocido como physanicandrodlida A.

12 Physanicandroélida A

Los datos espectroscépicos de la withandlida 13 sugieren una estructura semejante a la de las
demas withandlidas aisladas, pero la funcionalizacion del anillo A es diferente: carece del doble enlace
entre C-2 y C-3 y presenta un grupo metoxilo en C-3. El espectro de EMAR-ESI de este compuesto mostrd
un aducto de sodio [M+Na]* de m/z 583.2855, congruente con la férmula molecular C3;HsOsNa. Este
compuesto se identific6 como physanicandrélida B por comparacién de sus datos fisicos y
espectroscopicos con los descritos (Torres, 2006). La physanicandrélida B fue aislada de partes aéreas de
P. nicandroides var. attenuata

53



RESULTADOS Y DISCUSION

13 Physanicandrolida B

Tabla 6. Datos de RMN *H de las withandlidas 10, 11y 12
(500 MHz, CDCls, 6 en ppm).

H 10 11 12

2 5.88 dd (10.0, 2.5) 5.91 dd (10.5, 2.5) 6.00 dd (10.0, 2.5)

3 6.61 ddd 6.67 ddd 6.86 ddd

(10.0,5.0, 2.5) (10.0,5.0, 2.5) (10.0, 6.0, 2.5)

4B 3.37 dt (20.0, 2.5) 3.56 dt (20.0, 2.5) 2.98 dt (19.0, 2.5)
4o 2.04 dd (20.0, 5.0) 2.54 dd (20.0, 5.0) 1.94m

6 3.70t(3.0) 4.11 sa 3.21d(2.5)

7 1.98 m 2.09m 2.50dt (14.5, 2.5)

1.80 dd (13.5, 3.0) 2.09m 1.44 m

8 2.06 m 2.10 m 1.96 m

9 2.651td (12.5, 4.0) 2.77 td (11.5, 3.5) 1.96 m

11 2.19m 2.30 ddda 1.97 m

(23.0, 7.0, 3.0)

11 1.36 dd (13.0, 3.0) 1.36m 1.48 m

12 2.06 m 2.07m 1.97 m

12 1.55dt (13.0, 3.0) 1.53dt (13.5, 3.0) 1.52 dt (13.5; 3.0)
15 5.09d (7.0) 5.07 d (6.5) 4.99d (6.5)

16 2.41 dt (15.0, 7.0) 2.42 dt (15.0, 7.5) 2.39m

16’ 1.62 dd (15.0, 9.5) 1.64 dd (15.0, 10.0) 1.60 dd (15.0; 9.5)
17 1.85 ta (9.5) 1.84 ta (9.0) 1.82ta (9.0)
18 1.39s 1.39s 1.35s

19 1.30s 1.39s 1.26s

21 1.45s 1.44 s 1.44 s

22 4.28 dd (13.5, 3.5) 4.28 dd (13.5, 3.0) 4.24 dd (13.0, 3.5)
233 2.37 ta (15.0) 2.36 ta (15.5) 2.38m
230 2.07m 2.06m 2.05dd (17.5, 3.5)
27 1.88 s 1.88 s 1.89s

28 1.96s 1.97s 1.96s
OAc 2.04 s 2.07 s 1.99s
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Tabla 7. Datos de RMN *3C de las withandlidas 10, 11,12y 13
(125 MHz, CDCls, 6 en ppm).

B3C 10 11 12 13/
1 C 204.4 201.5 203.8 210.9
2 CH 128.8 128.5 128.8 42.79
3 CH 141.3 141.8 145.0 72.89
4 CH; 36.2 37.3 33.0 36.1
5 C 77.2 80.8 61.3 61.4
6 CH 74.6 74.5 63.8 62.1
7 CHa 28.7 28.7 26.2 26.2
8 CH 33.6 33.6 33.5 32.8
9 CH 35.1 36.1 38.8 37.1
10 C 52.3 53.1 48.6 52.1
11 CH, 22.1 219 22.7 21.2
12 CH, 40.5 40.2 40.1 39.6
13 C 49.0 49.0 48.3 48.4
14 C 83.6 83.2 82.8 82.9
15 CH 80.2 80.4 80.9 81.1
16 CH, 31.3 31.3 31.2 31.0
17 CH 54.2 54.1 54.1 54.0
18 CH3 19.6 19.7 19.1 19.0
19 CHs 14.7 15.6 14.9 13.8
20 C 75.1 75.0 75.3 75.3
21 CHs 21.2 21.2 21.2 21.2
22 CH 81.4 81.4 80.9 80.9
23 CH, 31.6 31.6 31.6 315
24 C 148.9 149.0 148.5 148.5
25 C 122.1 122.1 122.2 122.2
26 C 166.2 166.3 165.5 165.6
27 CHs 12.4 12.4 12.5 12.5
28 CHs 20.6 20.6 20.6 20.6
OAc 170.3, 21.6 170.1, 21.7 169.7,21.6 169.7,21.6
3-OMe - - - 55.9

fDeterminado a 75 MHz.

9CHa..
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E. Esteres de sacarosa

Physalis patula contiene mezclas complejas de ésteres de sacarosa de las que sélo se logré aislar
el compuesto 14. El espectro de EMAR-ESI de este compuesto mostré el aducto de sodio [M+Na]* de m/z
701.375, congruente con la formula molecular Cs;Hs4OisNa. Este compuesto se identific6 como
nicandrosa B por comparacién de sus espectros de RMN con los de una muestra auténtica obtenida de
los frutos de P. nicandroides var. attenuata (Torres, 2006).

OH

14 Nicandrosa B

En resumen, como resultado del estudio quimico realizado a los extractos de partes aéreas de
Physalis patula Miller se obtuvieron tres esteroles, un glucésido de esterol, cuatro flavonoides, dos
diterpenos tipo labdano, dos glucdsidos de diterpenos, asi como los derivados peracetilados de éstos
ultimos, cuatro withandlidas y un éster de sacarosa.

Los esteroles aislados se identificaron como B-sitosterol/estigmasterol y physalindicanol A. Se
aislé un glucésido de esterol que se identificd como glucdsido de P-sitosterol. Los flavonoides se
identificaron como combretol, retusina, ayanina y 5,4'-dihidroxi-3,7,3',5'-tetrametoxiflavona. Los
labdanos aislados son epimeros en C-12; uno de ellos se identific6 como physacoztomatina y su epimero,
la 12-epi-physacoztomatina, se describe por primera vez. En los glucdsidos de labdano aislados la glucosa
estd unida a C-12. Estos glucdsidos no han sido descritos y se les nombro patuldsidos Ay B. El patuldsido
B se aislé como el derivado peracetilado y también se obtuvo el derivado tetraacetilado del patulésido A.
Las withandlidas se identificaron como withaneomexdlida D, physapruina C, physanicandrdlida A vy
physanicandrdlida B. En este trabajo se corrigen las estructuras de la withaneomexdlida D y de la
physapruina C. El éster de sacarosa aislado se identific6 como nicandrosa B.

Asi, sélo la 12-epi-physacoztomatina y los glucdsidos de diterpeno, patuldsido A y patuldsido B
fueron aislados por primera vez. Los demas compuestos ya han sido descritos como componentes de
otras especies del género Physalis.
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VI. CONCLUSIONES

De los extractos de partes aéreas de Physalis patula se aislaron metabolitos de diversos tipos,
tales como esteroles, flavonoides, labdanos, withandlidas y ésteres de sacarosa.

Todos los flavonoides aislados son de tipo flavonol y comparten el patrén de sustitucién en los
anillos A y C. Los labdanos de P. patula, como la mayoria de los aislados de especies de Physalis,
presentan funciones oxigenadas en los carbonos C-12 y C-15. Si bien la oxidacién en C-12 es poco comun
en este tipo de compuestos, parece ser frecuente en Physalis. En cuanto a las withandlidas, todas ellas
tienen como caracteristica distintiva la presencia de grupos hidroxilo en C-14 y C-20, asi como un grupo
acetoxi en C-15.

La composicién quimica de Physalis patula resulté semejante a la de Physalis nicandroides var.
attenuata, Physalis pruinosa, P. neomexicana, P. coztomat! y P. sordida. Las cinco especies poseen
flavonoles, diterpenos de tipo labdano y withaesteroides. Cuatro de estas especies pertenecen a la
seccion Epeteiorhiza, mientras que P. coztomat! esta incluida en la seccién Coztomatae y P. sordida en la
Lanceolatae.

Asi, los resultados de los estudios quimicos de las especies mexicanas de Physalis permiten
esbozar algunos patrones del metabolismo secundario de este género.
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Espectro 1. RMN *H del physalindicanol (3) (300 MHz, CDCls + DMSO-ds).
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Espectro 4. RMN 3C de la retusina (4) (125 MHz, CDCls).
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