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CAPITULO I

LAS SOLANACEAS



TAXÜNQMIA DE LAS SOLANACEAS AMERICANAS

La familia Solanaceae conprende gran cantidad de plantas Superiores, dico

tiledóneas, leñosas y herbáceas, distribuidas por todo el mundo.El mayor nú

mero de géneros provienen de zonas tropicales o subtropicales y sólo unos po

cos de zonas templadas y Frias. Esta familia incluye plantas alimenticias co

mopapa, tomate y ají, o de interés comercial comoel tabaco, medicinales como

la belladona, ornamentales comola petunia o tóxicas comoel estramonio, el

beleño y otras daturas. .
Ha sido objeto de varias clasificaciones taxonómicas de las cuales la de

Wettstein, de 1891 (l), es la base de los modernosestudios botánicos.

En 1979, Hunziker (2) presentó una sistemática de las Solanáceas sudamerica

nas remarcando la diversidad de especies en este continente, dato que, entre

otras razones, hacen pensar a la mayoria de los botánicos que esta Familia se

originó en esta región y se distribuyó a otros continentes, probablementean

tes de la Fragmentación del continente de Gondwana.

En Sudamérica se encuentran 60 géneros con aproximadamente 1800 especies

que actualmente se subdividen del siguiente modo(2):

I- Subfamilia Solanoideae: 7 tribus, 36 géneros, aprox. 1400 especies.

Tribu l: Solaneae 18 géneros, aprox. 1250 especies.

Tribu 2: Datureae 2 géneros, aprox. 8 especies.

Tribu 3: Jaboroseae 3 géneros, aprox. 36 especies.

Tribu 4: Lycieae 3 géneros, aprox. 43 e5pecies.

Tribu 5: Nicandreae 1 género 1 especie.

Tribu 6: Solandreae 2 géneros, aprox. 14 especies.

Tribu 7: Juanulloeae 7 géneros, aprox. 33 eSpecies.

II- Subfamilia Cestroideae: 5 tribus, 24 géneros, aprox. 413 eSpecies.

Tribu 8: Cestreae 4 géneros, aprox. 176 e5pecies.

Tribu 9: Nicotianeae 9 géneros, aprox. 130 eSpecies.

Tribu 10: Schwenckieae 3 géneros, aprox. 34 especies.



Tribu ll: Parabouchetieae l género, l especie.

Tribu 12: Salpiglossideae 7 géneros, aprox.72 especies.

De estos 60 géneros de Solanáceas nativas de Sudamérica, 32 se encuentran

sólo en este territorio y las restantes 28 aparecen tambien en otros continen

tes. Algunos géneros son endémicos de ciertas regiones Fitogeográficas, mien

tras otros más cosmopolitas, se hallan ampliamente distribuidos en América

del Sur y las zonas vecinas, por ejemplo, América Central, Méjico y América

del Norte, Africa y Australia. Sólo los géneros Grabowskia, Petunia y Nierem

bergia son disjuntos, por encontrarse en Sur y Norte América.

Dentro del reino vegetal, esta Familia pertenece al orden de las TubiFlo

Egg. Según Wettstein, las Solanáceas presentan una posición especial dentro

de ese orden, debido a sus caracteristicas metabólicas. Se relacionan intima

mente con la Familia Convolvulaceae, por presentar Flavonoles y almacenar al

midón en los órganos vegetativos (3), Formandoasi ambas familias un único

grupo dentro de las Tubifloras. Es característico de las Solanaceas el meta

bolismode los esteroles (espirostanoles, espirosolanoles, witanólidos, etc.)

y en este sentido se relacionan con la familia Scrophulariaceae, cuyo género

Digitalis Forma los mismosespirostanoles y muchosautores afirman que ambas

Familias están emparentadas. Pero de mayor valor es el hecho que, según las

investigaciones realizadas hasta ahora (3), las Solanáceas no poseen iridoi

des y sus alcaloides característicos, las bases del tropano y de la nicotina,

no estan relacionados con los de las plantas que tienen iridoides y secoiri

doides. Justamente la presencia de estos compuestos, junto a la Formación de

Flavonas y el almacenaje de estaquiosa, caracteriza un grupo distinto entre

las TubiFloras, al que pertenecen, entre otras, las Familias Verbenaceae,

Scrophulariaceae, Labiatgg, Acanthaceae, Bignoniaceae, Plantaginaceae, etc.

Existe, por último, un tercer grupo dentro de las Tubifloras, formadopor la

Familia Boraginaceae, caracterizada por sus flavonoles, naftoquinonas, alca

loides de la necina y almacenaje de almidón y/o Fructano.



CARACTERISTICAS FITÜQUIMICAS DE LA FAMILIA

Las Solanáceas representan un grupo muyinteresante de vegetales, con me

tabolitos secundarios activos, muchosde los cuales se conocían desde la an

tigüedad.

Los alcaloides se encuentran muydifundidos en la Familia y ésta ha sido la

causa del estudio intensivo de muchasde sus especies. Pero tambien son ricas.

en otros compuestos, que se consignaran a continuación según grandes grupos

de productos naturales.

Compuestos terpénicos.

a) Triterpenos pentacíclicos.

Se ha observado hasta ahora la presencia de los triterpenos pentaciclicos

en las Solanaceas leñosas que provienende zonas cálidas y no en las herbáceas

de zonas templadas (3).

Los más Frecuentemente aislados son el ácido ursólico (4) y el ácido olea

nólico (5), que presumiblementepertenecen a las ceras cuticulares. (Fig. l)

b) Fitosteroles y compuestosrelacionados.

Se encuentran distribuidos en general entre las Solanáceas, los Fitostero

les y los triterpenos tetracíclicos que siempre los acompañan.De varias Sola;

naceas comerciales se han aislado estigmasterol, sitosterol, colesterol, cam

pesterol y sus glicósidos, cicloartanol y mezolasde a alFa-metilfitosteroles,
(6,7).

c) Saponinas.

Las plantas del género Solanumson ricas en saponinas basicas, conocidas

comoalcaloides esteroidales, y neutras, entre las que se cuentan saponinas

esteroidales de C27y lactonas esteroidales de C28 (3) .
Algunos Cestrumcontienen espirostanoles tipo digitálicos que son las prin

cipales toxinas (8); Cestrum Eargui, por ejemplo, que es una especie tóxica



, . . R = OH, witaferina Aa01do oleanóllco 1

1 3, H2= H R1: Fi, Jaborosalactona A

digitogenina fisalina

Fig. l: Algunos compuestos terpénicos aislados de Solanáceas.



de Argentina y Chile, tiene glicósidos de digitogenina (9) (Fig 1).

Tambien en semillas de CaEsicumannumexisten saponinaslde acción antibió

tica (10). Una vieja planta medicinal de la India, Withania somnifera, cuyas

hojas se usan para el tratamiento local de tumores, posee witanólidos (11),

lactonas esteroidales con acción antibiótica e inhibidora de 1a mitosis (12),

que tambien se encuentran en especies del género Acnistus y Jaborosa (13, 14).

Algunos compuestos representativos de este grupo son witaFerina A y jaborosa

lactona A (Fig. 1). '
E1 género Phxsalis, por otra parte; posee lactonas esteroidales caracteris

ticas denominadasFisalinas (3, 15) (Fig. l).

Compuestosfenólicos.

Comose indicó anteriormente, las Solanáceas se caracterizan por la presen

cia de Flavonoles (3). En casi todas las especies estudiadas se han aislado

glicósidps de quercetina y canferol (16) (Fig. 2). Por otra parte, carecen de

taninos y fragmentos de taninos (3). - 

De muchas Solanáceas se aislaron derivados del ácido benzoico, fenoles del

tipo del acido cumárico, cafeico y sus glicósidos (17). Tambiencumarinas,

entre las cuales el ejenplo másrepresentativo es la escopoletina (Fig. 2),

cuya presencia, asi comola de sus glicósidos y metil éteres, es caracteris
tica de la Familia (18).

H O

CH0 1/,
3

R1 y/o R2 y/o R3: azúcares Escopoletina
Glicósidos de quercetina

Fig. 2: Algunos conpuestos Fenólicos presentes en Solanáceas.
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Alcaloides.

Las bases del tropano son características de esta Familia, se las encuen

tra en todas las tribus y en casi todas las subtribus (19, 20), al igual que

las bases pirrolidinicas (por ejemplo higrina y cuscohigrina, Fig. 3), con las

que tienen origen biogenético común,perteneciendo en conjunto a los metaboli

tos secundarios derivados de la ornitina (3).

Hace siglos que se conoceny utilizan las actividades Farmacológicas o tó

xicas de la especie Atropa belladonna'o de las plantas del género Datura, que

poseen alcaloides del tropano en abundancia, usadas para fines medicinales,

narcóticos o criminales. Cadaespecie posee alcaloides característicos y por

ello se diFerencian en su acción. Existen numerosostrabajos botánicos (21),

farmacognósticos (22) y quimicos (23), siendo estos géneros algunos de los más

estudiados de las Solanáceas. Otros géneros con alcaloides del tropano son:

Dunalia (24), Hyoscyamus(25), Latua (26), Mandragora (27), Nicandra (28),

Physochlaina (29), Scopolia (30), Anthocercis (31) y Anthotroche (32). Los

alcaloides más representativos de este grupo son hiosciamina y escopolamina ,

(Fig 3).

Otro grupo de alcaloides difundido en la familia son los derivados de la

lisina (3). Lo constituyen compuestospiperidinicos y piridinicos, comoisope

lleterina (33) y anabasina (34)(Fig. 3). El grupo de alcaloides del tabaco
(Nicotiana tabacum), cuyo compuesto'másrepresentativo es la nicotina (Fig, 3),

posee un núcleo piridinico y otro pirrolidínico.

Comose mencionóanteriormente, las plantas pertenecientes a la tribu gola

gggg, tienden a la sintesis y almacenamientode saponinas esteroidales, las

que, cuando presentan propiedades básicas, se denominanalcaloides esteroidales

Estos compuestos presentan un amplio espectro de actividad biológica y son ma

terial de partida para la sintesis de hormonasesteroidales de uso terapeutico.

Todas las partes de especies del género Solanumque poseen alto contenido de

alcaloides esteroidales son tóxicas (3). Por otra parte, las saponinas básicas

presentan propiedades antibióticas (35) y principalmente antimicóticas (36)
(Fig. 3).
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Fig. 3: Algunos ejenplos de alcaloides aislados de Solanáceas.



EL GENERO NIEHEMBERGIA

Este género pertenece a 1a tribu Nicotianeae, en conjunto con los géneros

Nicotiana, Petunia, Fabiana, Anthotroche, ¿2325, Combera,Pantacantha, Bentha

miella y Bouchetia (2).

De las 25 especies del género Nierembergia, 21 crecen en Argentina y se

han descripto diversas variedades (2).

La especie Nierembergia hippomanica Miers. (nombres vulgares: chucho, chus

cho, chuschu o chuscmo) ha sido objeto de nuestro estudio debido a que se tra

ta de una planta argentina tóxica para el ganado. Por otra parte, pese a ser

una especie bien conocida e identificada, a la que se le habian hecho estudios

toxicológicos y quimicos a principios de siglo, no se habían identificado sus

compuestos, asi comotampocose encontraban en la literatura, estudios Fito

quimicos sobre ninguna otra especie del género Nierembergia.

Esta planta es una hierba perenne, de hojas lineales, flores violáceas y

cápsula multiseminada, originaria de Árgentina, que crece en las provincias de

Tucumán, Catamarca, Santiago del Estero, San Luis, Córdoba, Mendoza, La Pampa,

Buenos Aires, Rio Negro, Corrientes y Entre Rios.

El estudio quimico de Nierembergia hippomanica se inicia en 1879, año en

que Echegaray (37) aisló un glicósido de color blanco al que designó con el

nombre de hipomanina.

Lavenir y Sánchez la estudiaron en 1906 (3B) no encontrando ningún glicó

sido, pero si un alcaloide al que denominaron nierembergina y además un colo

rante amarillo y dos resinas.

En 1915, Doering (39) retomó la investigación de esta especie, deseando a

clarar la divergencia existente entre los dos estudios químicosanteriores, y

llegó a la conclusión que Nierembergia hippomanica poseía tanto la hipomanina

de Echegaray comola nierembergina de Lavenir y Sánchez, agregando que mien

tras la hipomaninaera un componenteespecifico y característico de la planta,

la nierembergina pertenecía probablemente al grupo colino-betainico.



Desde entonces, la única otra referencia quimica acerca de Nierembergia

hippomanica, corresponde a los Dres. Comíny Gros, que en 1967 informaron la

presencia del alcaloide hordenina en esta planta (40). l

En cuanto a su actividad, ya en el año 1898, el botánico Spegazzini soste

nia que las especies del género eran venenoaas, especialmente para el ganado

que las desconocía (41). Pero el primer investigador que realizó pruebas toxi

cológicas de la planta en cobayos, es Morgante en 1935 (42) describiendo desór

denes digestivos, disnea, decaimiento y desórdenes nerviosos, comopor ejem

plo espasmostónicos, parálisis del tren posterior, rigidez en la nuca, pos

tración, hipotermia y muerte, presentando en la necropsia congestión y hemo

rragias en la mucosagastrointestinal,y cerebro y meningeshiperhemiados.

En 1938, Sonzini Astudillo (43) estudió los efectos de la planta en conejos

y perros observando disnea, bradicardia, orina y defecación abundantes, a ve

ces pupila midriática, contracciones fibrilares de los músculoscon temblores

en todo el cuerpo y movimiento incoordinados y dificultosos, luego contraccio

nes, convulsiones y muerte. Tambienadministró infusiones de la planta a gas

terópodos, palomas y sapos, observando decoloración en estos últimos.

Ragonese en 1955, publicó, por último, una revisión de los datos quimicos

y toxicológicos sobre Nierembergia hippomanica (41) hasta ese momento, expo

niendo algunas ideas sobre la profilaxis y el tratamiento (meramentesintomá

tico) de esta intoxicaciónr
La toxicidad máximacorrespondería al comienzode la brotación hasta el

momentode la floración (43).



CAPITULO II

COMPUESTOS T'ERPENICOS
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PARTE l : TRITEHPENDS PENTACICLICÜS

ESQUELETÜS BASICOS

Los triterpenos pentaciclicos son un amplio grupo de productos naturales

derivados de la ciclación del escualeno, con distintas distribuciones de sus

treinta carbonos en cinco ciclos y variadas Funcionalizaciones, que se han

aislado de las más diversas Fuentes vegetales (44, 45) (Fig.4).

Con el transcurso de los años, a medida que aparecían nuevas estructuras

que correspondían a las propiedades de los triterpenos pentaciclicos, se hi

cieron muchosintentos de racionalizarlos en grupos de compuestosrelaciona

dos, que permitieran el estudio y ubicación de futuros miembrosdel grupo.

Unaprimera distinción los separa claramente de los triterpenos tetracícli
cos, compuestos terpénicos tambien de treinta carbonos, pero con un esqueleto

tipo ciclopentanoperhidrofenantreno y_cadena lateral, con propiedades simila
res a las de los esteroides.

Unmodosinple pero superficial de clasificarlos, que responde a su conpor

tamiento Físico y quimico, se basa en el grado de Funcionalización y oxidación

de la molécula, por ejemplo, triterpenos pentaciclicos saturados, DP-insatu

rados, monohidroxilados, dihidroxilados, ácidos, etc.

Otra maneramás interesante y lógica de clasificarlos es según sus esque

letos básicos, originados por la migración biosintética de los metilos del

núcleo y/o contracción del anillo E. Este esquemaútil y muydifundido, asig

na a cada esqueleto nombres convencionales, derivados de la especie donde un

compuesto de ese grupo Fue aislado por primera vez, por ejemplo ursano, pro

viene de ácido ursólico, aislado de Arctostapnylos uva-ursi (46), y la nomen

clatura de los compuestospertenecientes a ese grupo tiene la raíz 252-.

A medida que se aislaban estructuras nuevas, se les asignaban nombres vul

gares, lo que hacia más compleja la introducción en la Familia. Por ello, Fue

necesario, distinguiendo las cualidades accidentales de las esenciales, crear

para ellos un sistema de clasificación y nomenclatura (47).
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Este sistema (47) aplica el prefijo Egg para la serie análoga de compues

tos con el anillo A contraído a cinco carbonos y el prefijo Friedo a los es

queletos con base oleaneno o urseno, con migración de metilos.

Asi,(Fig. 4), el D: friedo oleanano (migración del metilo de 0-14 a C-13)

es el esqueleto llamado taraxerano, el D;C Friedo oleanano (migración ante

rior y además migración de metilo de C-B a 0-14) es el multiflorano, mientras

el resultado de igual migración sobre el esqueleto ursano (D:C friedo ursano)

es el bauerano. El 0:8 Friedo oleanano (migraciones anteriores y además migra

ción del metilo de C-lO a C-9) es el llamado glutano y el D:A Friedo oleanano

(migraciones anteriores y además migración de metilo de C-4 a C-S) es el Frie

delano. Otros esqueletos, comoel gammaceranoy el taraxastano, son nombres

base de sus correspondientes'series.

Entre los compuestos con el anillo E contraído, los esqueletos base son ho

pano, lupano y arborano. Estos tambien Formanseries Friedo por migraciones,

por ejemplo, E: Friedo hopggg, E:C Friedo hoEano (esqueleto conocido como Fer

nano), E:B friedo hopano, etc.(Fig. 4).
Esta nomenclatura incluye estructuras donde aun no se han hallado ejemplos

de productos naturales. Las estructuras.conocidas de triterpenos pentacicli

cos naturales han sido recopiladas en varias publicaciones (44, 45, 48).

52
3 7 27

23 24

Hl= H, R2: CH3 ÜLEANANÜ TAHAXEHANÜ

Hl= CH3, R2 H URBANO (D: Friedo oleanano)

Fig 4: Principales esqueletos básicos de triterpenos pentaciclicos (continúa)



= R = T FL RANÜ
R1 H, 2 CH3, MJL Ü

= = A
R1 CHa, R2 H, BAUER NÜ

FHIEDELANÜ(D:A Friedo oleanano)

12

GLUTANÜ

(DzB Friedo oleanano)

‘
s‘“ ‘\\

GAMMACERANÜ

JIU”,

LUPANÜ

HCPANO ARBOHANO

Fig. 4: Esqueletos de triterpenos pentacíclicos (continuación)
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METODOS ESPECTRDSCÜPICOS APLICADOS A LA ELUCIDACION EÉTHUCTUHAL DE TRITEH

PENÜS PENTACICLICOS

a) Espectrometría de masas.

Esta técnica espectroscópica tiene una enorme importancia en la elucidación

estructural de los triterpenos pentaciclicos. Comoocurre en otros sistemas

policíclicos, la Funcionalización de los anillos dirige las rupturas dando
Fragmentos con valor de diagnóstico ya que, la presencia de un grupo funcional

en determinado punto de la molécula, altera drásticamente el esquemade Frag

mentación. Las masasde los iones indican la sustitución de los anillos impli

cados. Con el dato del M+,del pico base y de algún otro ión inportante, se

puede acotar, en la mayoría de los casos, el esqueleto masprobable, la ubi

cación de un doble enlace u otro grupo Funcional en los anillos y la sustitu

ción con, por ejenplo, hidroxilo, metilo, hidroximetilo, carboxilo, éster o

lactona, en distintas posiciones de la molécula.

Budzikiewicz y Djerassi publicaron en l963 (49) un estudio sistemático de

las rupturas de los compuestos conocidos hasta ese momento,donde demostraban

lo dicho anteriormente, agrupando los mismossegún el esqueleto y/o la Funcio

nalización que les daba comportamientos comunes en la espectrometría de masas.

A partir de ese trabajo, esta técnica se convirtió en un arma poderosa para
la elucidación de estas estructuras.

Nohubo hasta 1981, otros intentos de correlacionar los datos de espectro

metría de masas de las nuevas sustancias aisladas. En este año, Ogunkoya(50)

revisó los datos del trabajo de 1963 y-a la luz de muchosmás espectros de

masasregistrados en 16 años, intentó presentar generalizaciones para la rá

pida identificación de los tipos estructurales y completar el trabajo de

Budzikiewicz y Djerassi, esencialmente correcto, con los nuevos ejemplos dis

ponibles. _

Se describirá a continuación cómoafecta ¿al espectro de masas de los tri

terpenos pentacíclicos la presencia de ciertas funcionalizaciones características
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Esgueleto de oleaneno o urseno sin reordenamiento.

¿3 12-oleanenos y ursenos.

Budzikiewicz y Djerassi (49) establecieron Fehacientemente la naturaleza

de la principal Fragmentaciónde estos compuestos, característica e indicativa
de esa estructura.

Consiste en la reacción de retro Diels Alder del anillo C permaneciendola

carga en la porción del dieno (Fig. 5). La exactitud de la asignación surge del

hecho que distintas sustituciones de los anillos A y B no cambian la masa del

Fragmento, mientras que alteraciones de los anillos D y E, dan los correspon

dientes desplazamientos de la masa del pico (ión I).

La siguiente Fragmentación de este ión es la pérdida del sustituyente angu

lar de C-l7, que si es distinto de metilo origina el pico base (ión II).

En la siguiente tabla se consignan ejemplos de los iones I y II:

nl (0-17) Ión I Ión II

o( -amirina 4:93 210 (P0) 203

uvaol —CH20H 234 203 (Pa)

triacetato de 2 X-hidroxiuvaol -CH20COCH3 275 203 (PB)

ursolato de metilo —0000H3 252 203 (PB)

diacetato de 30-hidroxi-Q-amirina —0H3 275 (P0) 261 5%

21-ceto oleanato de metilo —CDOCH3 278 217

Tabla I: Iones I y II (Fig. 5) en algunos triterpenos pentacíclicos.

Los mismosautores (49) propusieron mecanismospara el origen de varios
iones de estos compuestos (Fig. 5), pero los Fragmentos claves para determinar

que un triterpeno pentacíclico pertenece al grupo de los ¿3}2—oleanenoso ur

senos, corresponden a m/e 218 (o este valor adicionado a las masas de los gru

pos Funcionales simples que pueden estar sustituyendo los anillos D y E) y el

ión originado por la pérdida del sustituyente-de C-l7,el cual aparece a m/e 203

si no existe otro sustituyente en los anillos D y E.



ión IV m/e 189 ión III m/e 133

l
1,1,’I

ión V (13 uma menor que I)

\“o
.‘ ‘

ión VI ión VII m/e 189

. . . . 2
F19. 5: Fragmentac1ones pr1nc1pales de ¿Ci —oleanenos y ursenos.
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Este esquemade rupturas se mantiene aunque cambie la sustitución de los a

nillos, siempre y cuando el cambio tenga lugar lejos de la zona central de la

molécula que dirige la Fragmentaciónprincipal. Por ejenplo, no afectan las rup

turas anteriormente discutidas las sustituciones en el 0-3, en los metilos de

0-4 o C-20, en los C-6 y 0-7 o el cambio de sustituyente en 0-17.

Tanpoco afecta la presencia de un carbonilo en posiciones 21, 16 o 19, pero

un carbonilo en C-15 o en C-ll, domina de tal modolas rupturas que estas pre

valecen a la reacción de retro Diels Alder, comose observa en la Fig. 6, para

lS-ceto eritrodiol y glicirretato de metilo (ll-ceto-BÜ-carbometoxi-C)qamirina).

CH ÜH

15-cetoeritrodiol m/e 249

QOÜCH

glicirretato de metilo m/e 317

Fig. 6: Efecto de la presencia de carbonilo en C-ll o C-15 en la Fragmentación
12

de ¿X -oleanenos y ursenos.
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Esgueletos de oleaneno o urseno con el doble enlace en otras posiciones.

El doble enlace tiene inportancia en la dirección de la fragmentación prin

cipal sólo en la medida en que se encuentra en las cercanias del anillo C. En

caso contrario, aun produciendo algún Fragmentocaracterístico, las rupturas o

riginadas por el doble enlace no son las más inportantes, y si faltan otros gru

pos Funcionales que dirijan la fragmentación, la molécula se ronpe análogamente

a las de los tritemenos saturados (49, 50).

Son ejenplos característicos los conpuestos del tipo Ala-oleaneno (49),

As-Dza Friedo oleaneno (50),los A20(l21)—tarax'asterenos, etc. (Fig. 7).

,' l +. +.

I'll

le '
A -oleaneno AS-DzBFriedo oleanent

\\\\ +

Yetaraxasterol M- 82

Fig. 7

Para el doble enlace en cualquier posición puede generalizarse que, en su

espectro de masas, estará favorecida 1a eliminación de los metilos activados

alilicamente y, sienpre que sea posible, ocurrirá una reacción de retro Diels

Alder (a9, 50).
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Efecto de las transposiciones de esqueleto en la espectrometría de masas.

El caso que vale la pena remarcar, es el de los esqueletos D:C Friedo olea

nanos y ursanos, en los que la presencia de metilos en 0-13 y C-14, en la unión

de los anillos C y D, influye tan característicamente en el esquemade Fragmen

tación, que distintas ubicaciones del doble enlace sólo cambianlas abundancias

relativas de los Fragmentos.

Las rupturas ocurren comoera de esperar, alrededor de la unión de los ani

llos C y D, por ser la zona de mayor tensión estérica.

Las masas correlacionadas de los ejemplos encontrados en literatura para es

te tipo de conpuestos, muestran que todos ellos poseen picos inportantes a

M-l79, M-167, 205 y 218, con abundancias variables, en sus espectros de masas

(50). Se observa en la siguiente Figura (Fig. 8) el origen de los dos últimos.

HH" + o

l ’

<__-_.----

m/e 205

m/e 218

Fio.8: Mecanismosde algunas rupturas en isomultiflorenona (esqueleto D:C Friedo

oleaneno).
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l
b) ESpectroscggia de H-flMNde triterpenos pentaciclicosh

Las caracteristicas generales del espectro de lH-HMNde un triterpeno penta

cíclico se asemejan a las de un esteroide. En ambos casos, un gran número de

protones de la molécula, que corresponden a los metilenos y metinos que Forman

los ciclos de estos conpuestos, resuenan a Frecuencias muysemejantes y por no

ser equivalentes se acoplan entre si, dando una señal conpleja, sin valor elu

cidatorio pero característica, entre 1,5 y 2,5 ppmaproximadamente.

Cuando la Funcionalización de los ciclos hace que algún metino o metileno

se desoroteja y resuene a canpos más bajos, se puede identificar su señal se

parada del resto y tiene valor para la elucidación estructural. Los protones

oleFinicos tambien se distinguen claramente._
Otro tipo de protones de estas moléculas son los ocho metilos o sus equiva

lentes biogenéticos. En general son angulares (terciarios) y aparecen comosin

guletes. En el esqueleto ursano, que tiene dos metilos secundarios, la señal de

los mismoses un multiplete conplejo tipo A83, por perturbaciones de segundo
orden. El grupo isopropilo de los esqueletos lupano, hopano y arborano, se dis

tingue claramente en ciertas moléculas comodos dobletes. Los metilos sobre do

ble enlace aparecen deSplazados a canpos nás bajos y al igual que otros metilos

de ésteres metilicos, metil éteres, metil cetonas y acetilos naturales o deri

vados, se localizan Fácilmente por SUdesplazamiento químico característico (51:

La asignación de las resonancias de todos los metilos tiene valor elucidato

rio porque al estar ubicados a través de todo el esqueleto de la molécula, cual

quier modiFicación en la Sustitución, causa los correspondientes cambios en los

desplazamientos quimicos de los metilos de su entorno, tal comose había obser

vado en el caso de los esteroides (52).

Para la asignación de las señales se han usado, entre otros recursos, los

desplazamientos debidos al uso de un solvente anisotrópico en la realización

del espectro (52) o el uso de reactivos de desplazamiento comolos compuestos

del europio (53). Consideraremosa continuación la aplicación de estos recursos

en la asignación de los metilos de un triterpeno pentacíclico .
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Correlación de las señales de los metilos.

Varios autores, que lograron por diversas técnicas la asignación total de

los metilos de distintas series de triterpenos pentacíclicos, encontraron corre

lacionando esos valores, una aceptable constancia en la influencia de determi

nado Sustituyente en una dada posición, sobre los metilos de su entorno y que

estos desplazamientos eran aditivos en primera aproximación.

Por otra parte, la sustitución de los anillos A y B no tenia prácticamente

influencia sobre los valores de resonancia de los metilos de los anillos D y E,
y viceversa, por lo que los valores podían extrapolarse a otras estructuras

parcialmente semejantes.

Karliner y Djerassi (54) estudiaron la asignación de los metilos del hidro

carburo .¿g2—oleaneno,recurriendo a la deuteración de algunos de ellos y ha

ciendo especulaciones sobre los restantes. Tursch, Savoir y Chiurdoglu (55),

revisaron y completaron esa asignación por examende una nueva serie de deriva

dos y comparacióncritica con los datos de literatura para el anillo A en 4,4'—

dimetilesteroides. En el mismotrabajo, se presentaban tablas de correlación

sobre el efecto de cada sustituyente en los metilos del ¿BFZ-OISEHEHO,tomado

comoesqueleto base, que se podían aplicar en la predicción de nuevos espectros

(Tabla 2). En el mismoaño, Kodamay Surogawa (56), corroboraron los resultados

de Tursch, por medio de la deuteración selectiva de los metilos 23 y 24.

Cheungy Williamson (57) estudiaron los valores de las señales de los meti

los en triterpenos pentacíclicos oxigenados en las posiciones 2, 3 y 23, con

varios ejenplos de esqueletos ursano, oleanano y lupano. Hallaron que, aparte

de diferencias menores, los efectos de un sustituyente dado en determinada po

sición, son iguales para [3}2—ursenos y ¿332-01eanenos, y mutuamente intercam

biables. En cambio, para el lupano y derivados, estructuralmente diferentes,

corresponde un nuevo grupo de valores, que ellos dedujeron en varios derivados

basándose en la asignación parcial previa que_habian realizado Lehn y Ourisson

(SB) sobre lupano y ¿322(30)—1upeno.
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12Tabla 2: Incrementos sobre los valores de resonancias de los metilos de ¿X —

oleaneno, por diferentes sustituciones (Frec. en cps referidas a 60 MHz.)

C-23 C-24 0-25 C-26 C-27 0-28 C-29 0-30Sustituyente

3 93-04 +7,0 —2,0 +0,5 +1,0 0,0 +0,5 0,0 0,0

3 Q)—0Ac 0,0 +3,0 +1,0 0,0 0,0 0,0 +0,5 +0,5
3-ceto +13,0 +13,0 +8,5 +5,5 +0,5 +0,5 0,0 0,0

19o(—0H ¿—0,5 0,0 —0,5 fl 0,0 +5,5 ? +2,5 +2,5

20-0000H3 —0,5 —0,5 —1,0 —15,5 0,0 — +2,5 +3,0

20-000H —1,0 —0,5 —1,5 —14,0 0,0 — +2,5 +2,5

29-COOH —0,5 0,0 —0,5 0,0 0,0 ? — +22,0

29-0H 0,0 —0,5 0,0 +0,5 0,0 ? — +2,0

¿CÍZ-oleaneno 53,0. 50,5 55,5 59,0 59,0 50,5 53,0 53,0

Si se quiere predecir el espectro de un compuesto dado, se hace uso de la

aditividad de los efectos de los sustituyentes sobre el esqueleto base.

Veamos,por ejenplo, el cálculo de los desplazamientos quimicos de los me

tilos en el metil éster del ácido oleanólico U3?-hidroxi—28—carbometoxi-¿33%
oleaneno).

¡3-23 0-24 0-25 0—25 0-27 0.20 0_29 [3-30
2

fi —oleaneno 53,0 50,5 56,5 59,0 59,0 50,5 53,0 53,0

3 —0H +7,0 -2,0 +0,5 +l,0 0,0 +0,5 0,0 0,0

253-0000143 —0,5 —0,5 —1,0 —15,5 0,0 — +2,5 +3,0

calc. en cps 59,5 40,0 55,0 44,5 59,0 — 55,5 55,0

calc. en deltas 0,99 0,00 0,93 0,74_ 1,15 — 0,92 0,93

observ.(de1tas) 1,00 0,79 0,93 0,74 1,15 — 0,93 0,93

Comose observa, la predicción es muybuena.
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Asignación de las señales por desplazamientos inducidos.

i) Por cambio de solvente:

Se conoce perfectamente (52) el efecto anisotrópico de un solvente aromático

comobenceno o piridina en el espectro de lH-RMNde un compuesto, por la proteo

ción o desprotección que produce sobre los protones vecinos a grupos polares,

según la disposición Queadopte el anillo aromático al solvatar ese grupo.

Este efecto ya habia sido usado en esteroides(59, 60), mostrando su valor en

la resolución de problemas estructurales, estereoquimicos y conformacionales.

Wilson y Williams, en 1969 (61), extendieron la aplicación de los desplaza

mientos por solvente al campode la 1H-HMNde triterpenos pentaciclicos. Con
la asignación de los metilos del espectro en deuterocloroformo, discutida ante

riormente, hicieron estudios de dilución, es decir, una serie de espectros con

mezclas de cloroformo y benceno deuterados comosolvente, para determinar los

desplazamientos de los metilos por efecto del solvente. Estudiaron además, los

desplazamientos de otros protones más deSprotegidos, basándose en los criterios

de asignación establecidos en modelossimilares en esteroides.

Se usó entonces, la anisotropia del benceno, para probar las polarizaciones

locales que existían en una molécula, porque en general, las nubes de electro

nes del solvente, tienden a evitar las zonas ricas en electrones y a buscar

las áreas deficientes, indicando de este modola proximidad de los protones a

uno o más grupos polares. Los efectos observados se pueden racionalizar con el

uso de modelos e hipótesis sobre la conformación más probable.

Por ejemplo, en presencia del grupo 3Q)-CH, el H-3c>(sufre un desplazamiento
a campos más altos en el espectro en benceno. Sin embargo en el espectro en ben

ceno del derivado acetilado, el H-3C(aparece desapantallado respecto al espec

tro en cloroformo. Esto sugiere que la función acetato, se encuentra con el

H-3D<axial, eclipsado por el carbonilo de ese grupo, en la conformación más

probable. En esa situación, los protones del ¿Ha-24 muestran un apreciable des
plazamiento a camposmásaltos, por encontrarse detrás del plano del carbonilo,

siendo apantallados por las moléculas que lo solvatan (51).
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En los compuestos investigados que poseen el sistema‘K-Jactona, el protón
del grupo =Cfi-Ü—CÜ-,muestra un desplazamiento a campos más altos en benceno,

en consecuencia, estos protones ecuatoriales unidos al puente lactónico, se

distinguen fácilmente de los axiales unidos al mismocarbono que el acetato por

su desplazamiento opuesto por solvente. Este efecto puede aplicarse sistemá

ticamente para resolver la zona entre 4,0 y 5,7 ppmcuando hay superposición

de protones metinicos de acetato y de lactona (Fig. 9).

En presencia del 3-ceto, los metilos 24 y 25 son apantallados por benceno y

el metilo 23 prácticamente no se afecta. Estos desplazamientos inducidos ayudan

a distinguir entre los tres metilos, cuyas resonancias en'deuterocloroformo Son

muysimilares.

El metilo 27, homoalílico en conpuestos [Álz-insaturados, presenta un despla

zamiento a camposmás altos cuando en las cercanias existen sustituyentes pola

res, por ejemplo en compuestos con ll-ceto, 16-ceto, lactona C-21Q>C-28, lac

tona C-ISQÉC-28,etc. En otros casos se desplaza muypoco (61).
Los protones más desprotegidos en el espectro en benceno, pueden indicar la

vecindad a dos grupos polares, porque estos aumentan el impedimento estérico y

la densidad electrónica de su entorno, de modoque la nube de electrones del

benceno evita la región.

Se ejemplifica en la siguiente molécula los efectos discutidos anteriormente

Diacetato de dumortiogenina

C1 CD C DH-22 3 5 5

"HOCOCH3 H-22 Q5 5,20 5,51
H-lS o< 4 ,54 4,25

H-3 o< 4,50 4,54

23 24
l

Fig. 9: Desplazamientos inducidos por benceno en H-RMNde diacetato de dumor

tiogenina.
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Podemosapreciar en el diacetato de dumortiogenina cómoel metino l5p(,ge—

minal a un hidroxilo lactonizado, se desplaza a campos más altos en 0606, mien
tras que el metino 3 ok, geminal a un hidroxilo acetilado, sufre un de5p1aza

miento a campos bajos en el mismosolvente. Además, el H-22, cercano a dos gru

pos polares voluminosos, presenta un mayor desapantallamiento en benceno.

En derivados del lupano con grupo funcional en 0-20, los metilos 29 y 30 son

los que aparecen a campos más bajos en el espectro en 01300. En consecuencia

se observan con Facilidad los desplazamientos a camposmás altos de estos meti
los por efecto de solvente. Se observó que en presencia de un grupo lactónico,

probablemente por asociación del benceno al carbonilo, son de magnitud conside

rable (0,3 a 0,6 ppm) (61). Asi, por ejemplo, en diacetato de betulina y aceta

to de turberogenina (Fig. 10), ambos con metileno en 0-30 pero el segundo con

lactona 0-21Q5 0-28, los protones del metilo de 0-29 se protegen en benceno,
‘pero más intensamente en el compuestoque posee el anillo lactónico.

0H3000

0H —29 en c13co : 1,70 ppm (ms-'29 en 013ch ; 1,86 ppm

en 06H6 z 1,68 ppm en 06H6 : 1,58 ppm

Fig. 10: Conparación entre los desplazamientos-en benceno del metilo 29 en

diacetato de betulina y acetato de turberogenina.
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. . . l
11) Por uso de reactivos de desplazamiento pg;gng-BMN.

Es bien conocida la habilidad de los lantánidos para producir la dispersión

de señales en lH-HMNde alcoholes (62). Los derivados de europio demostraron

ademásser particularmente valiosos en el canpo de los triterpenos pentacicli

cos, sobre todo en la asignación de sus metilos.

Previamente habia quedado demostrada, la relación directamente proporcional

que existe entre los desplazamientos quimicos del colesterol y la concentración
d l'D tris(dipivalometanato) de europio,(Eu(DPM)3), con dos moléculas de piridina,
en la solución con 1a que se realiza el espectro (63). La asociación del comple

jo metálico con el hidroxilo del colesterol y el desplazamiento paramagnético

de los protones distantes hasta 13 Adel complejo coordinado, sin ensanchamien

to de señales, lo hacian conveniente para su uso comoreactivo de desplazamienu

Trabajos posteriores (64), demostraron que el espectro realizado con el reac

tivo sin el aducto de piridina, mostraba un efecto cuatro veces mayorpara igua

les concentraciones en el caso del colesterol. Otros geros Funcionales como

cetonas y ésteres, daban complejos más débiles con el reactivo (64) , pero las
aminas eran tan Fuertemente afectadas comolos alcoholes. En el mismotrabajo

se demostraba cómolos metilos de C-d del lupeol, cercanos a1 punto de coordi

nación, resultaban intensamente desprotegidos (64).

Demarco y Lewis (65) aplicaron el Eu(DPM)3al estudio de Friedelan—3(É—ol.

En su espectro normal en C13CD,este compuesto no ofrecía ninguna información,

pues sus ocho metilos resonaban entre 0,4 y 1,2 ppm. La adición de Eu(DPM)3
producía una distribución de señales en un rango de 20 ppm, que se asignaron

desde campos bajos hacia campos altos, según su proximidad a la Función alcohó

lica complejada. El H-3u< estaba a más de 20 ppm del TMSy excepto su señal,

ningunapresentaba ensanchamientosignificativo y se asignaron sin dificultad.

Buckley, Green y Taylor (53) generalizaron el estudio de los desplazamien

tos con Eu(DPM)3en triterpenos pentaciclicos; estableciendo las pautas de tra
bajo con el propósito de Facilitar la comparación. Ellos normalizaron los resul

tados de los desplazamientos obtenidos con soluciones 0,1 Mdel triterpeno y
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del Eu(DPM)3en ClSCDa 28,50, tomando como 4-10,0 el desplazamiento quimico
"normalizado" de la señal a camposmás bajos y las restantes, respecto a ella.

Los estudios demostraron además que en una concentración del triterpeno entre

0,025 y 0,1 M,y del reactivo entre 0,05 y 0,1 M, con temperaturas entre 20 y

50°, los valores normalizados obtenidos aun eran aceptables con Fines comparativo:

Los resultados indican que, comolas diferencias estructurales de los distin

tos esqueletos de triterpenos pentacíclicos residen sobre todo en la posición

de los metilos que se sitúan más o menosalejados del punto de coordinación

en posición 3, cada tipo presenta caracteristicas definidas y reproducibles

en el conjunto de los valores normalizados de resonancia de sus metilos.

Se pueden diferenciar ademáslos alcoholes 3okt3l3Q>por producir distintos

esquemas de señales para los metilos 4 o(, 4 Q>y 10 Q). Igualmente se evidencia
la configuración del metilo de C-B, mientras que el rango de valores para el

metilo de C-l4 es tal que, hasta este punto de las investigaciones, no permite

establecer si es o< o es C) . l

En la Tabla 3, se presentan algunos valores que ejemplifican lo discutido has
ta ahora y muestran las diferencias observadas en los valores normalizados

según el tipo de esqueleto y a la serie, 3 oL-0H o 3 Q>-0Ha la que pertenezca.
Con estos valores puede determinarse rápidamente el número de metilos y la

distancia en que se encuentran del 0H-3, pero para estudios más detallados, se

recomiendala realización de estudios a distintas concentraciones para eliminar

la posibilidad de solapamiento de las señales .

Los resultados de la Tabla 3 muestran que mediante este método pueden distin

guirse los esqueletos de triterpenos pentaciclicos que presentan diferencias
en los metilos de los anillos A y B principalmente, o sea en la región cercana

al punto de unión del reactivo de europio. Asi, por ejemplo, los valores norma

lizados de los metilos son diferentes en friedelanos, glutanos y oleananos y

se observa la ausencia de metilo en C—8para baueranos y multifloranos (esque

letos Fig. 4). La mayor influencia está dada por la configuración del 0H de C-3

ya que ésta determinará la estereoquimica del complejo con él formado.



Tabla3:Valoresnormalizadosdedesolazamientosquimicosenppmrespectoa1TMS,enespectrosregistrados

a100M12parasoluciones0,1MdeltriterpenoydelEu(DPM)‘3enClCDa28,500(53).

3

4o(-CH

Triteenosdelaserie3-Cl-l4—CH10——_

rp(é(33a(ACHS99m3BGCH3

2,7

14-01-13

Lupeol10,09,44,81,9 Taraxasterol10,09,54,62,71,9 Germanicol10,09,54,82,71,6

9,5 9,5

K5-amirina10,0

10,0

4.72.51,9

D(—amirina4,62,51,8
Multif’lorenol10,09,44,41,9 Epiglutinol10,09,82.3 Oleanatodemetilo10,09,82,82,3 Triterpenos'de1aserie3Ok—0H¿1x-CH

3l4-CH

4e-CH:3

5,2

5C.)9G-CH

10C)70H3

4,1

8(s-G-la

2,5

3

Epilupeol10,01,6 Epi-(Jamirina1o,o5,44,42,72,2 Epi-germanicol10,05,34,2——2,7'

1,5

Glutinol10,06,14,02,5 Friedelanol10,03,62,5

3 27
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13
c) Espectrogpopia de 0-RMNde tritergenos pentaciclicos.

Comoen los restantes tipos de compuestos, el espectro de 130-HMN,una vez

asignado, se convierte en un elemento importantísimo para la elucidación estruc

tural. En el caso de los triterpenos pentaciclicos, la asignación de por lo me

nos treinta carbonos, en su mayoria Semejantes, resultaba un problema dificil

pero era muyimportante resolverlo no sólo desde el punto de vista estructural

sino tambien desde el biosintéLico.

Doddrell et al.(66) en 1974, en un primer estudio sobre esqueletos de ¿3}2

oleanenos y ursenos, llegaron a la conclusión qUe 1a eSpectroscopia de 130-RMN

era el mejor métodopara distinguir entre estos dos esqueletos isoméricos y

detectar en un producto natural de una serie, la contaminación con el correspon

diente de la otra. Primeramente, surge que en la serhe ¿xlz-oleaneno hay-sie

te carbonos cuaternarios mientras que en la serie del [3}2-urseno hay seis, por

lo tanto, con cualquier técnica de desacople, se obtienen distintos espectros

(esqueletos, Fig.4, pág. ll).
Ademásse halló que los desplazamientos químicos de los carbonos olefinicos

12 y en eSpecial el 13, servían de diagnóstico ya que, en general, en los ¿112

ursenos, el 0-12 está desapantallado alrededor de 2 ppmy el 0-13, apantallado

aproximadamente 5 ppmrespecto del correspondiente ¿sgz-oleaneno. Se puede ge

neralizar que el 0-13 aparece alrededor de 140 ppmen [3}2—ursenosy en 144

145 ppm en ,á&2—oleanenosexcepto en los casos en que existe sustitución en las

cercanias del doble enlace 12(13). Los autores (66) lo explican por la proximi

dad del metilo 19 (5 (ecuatorial) al doble enlace en los C}2—ursenoscon unió:
D/Egig y conformación normal silla-silla en estos anillos, dando asi lugar a

un efecto K sobre 0-13 y J sobre 0-12, aumentadopor la rigidez del sistema
(Fig. 11).

La fuerte dependencia estereoquimica se manifiesta en compuestos que tienen

19 ui-OH (axial) o 19 Ga-Ü4(ecuatorial). Mientras el primer grupo prácticamen
te no influye en los valores de 0-12 y 0-13, los efectos del segundo son aná

12 12
logos a los de [S —urseno reSpecto a ¿Á -oleaneno.
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Fig. 11: Conformación de los anillos en ácido ursólico donde se observa 1a cer

cania del metilo de C—19(ecuatorial) a los C-12 y 8-13.

.Otros carbonos que se pueden asignar con relativa Facilidad, son los hidroxi

lados; se advierte la utilidad de esta técnica para determinar 1a posición y

estereoquimica de la hidroxilación, problemaque resulta dificil de solucionar

por lH-RMNen moléculas muyhidroxiladas. La conparación entre distintos com

puestos (Tabla 4) permite hacer asignaciones tentativas. Por ejenplo, reSpecto

a la controversia sobre 1a configuración del 0H—16,que aparece en muchos tri

terpenos, la eSpectroscopia de 13C-RMN,parece apoyar 1a asignación inicial de

16cÁ\—OH,que habia sido realizada por metodos quimicos y 1H-HMN.con la confi

guración 1650<-—ÜH,la resonancia de C-16 se encuentra a campos considerablemen

te más bajos que en el epimero. Similarmente, se observa un desplazamiento no

table a canpos más bajos en 1a resonancia de C-19 cuando el 0H—19es Q<.(axia1)

que cuando es QB(ecuatorial) (66).
Un concepto que surge rápidamente del estudio de los espectros de estos com—

puestos es 1a Fuerte dependencia estérica, con efectos ‘K y CSque pueden te
ner un valor considerable dada la rigidez de los anillos.

13
Tabla 4: Valores de resonancias de algunos carbonos, en espectros de C-RMN

12
de [3 —ursenos y oleanenos (cr C, ppm respecto a TMS)

. 12 ‘. .Serie [S —urseno 8-12 C-13 Carbonos hidrox1lados en el
orden nombrado.

3 Q-ol 124,9 140,1 79,2
3 ,28-diol 125,3 139,9 78,5 69,4

3 G , 2 0(,28—triol 124,8 139,5 83,6 68,5 68,5
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Tabla 4:(continuación).

Serie .[Á12—oleaneno C-12 C-13 Carbonos nidroxilados en el
orden nombrado.

3 Q5—ol 122,7 145,8 78,5

3 Q5,28-diol 122,7 145,1 78,5 89,3

3 (5 ,18 °< ,28-triol 122,7 145,4 78,5 74,5 70,5

3%, ,18 (5 ,28-triol 122,6 143,9 77,9 88,8 88,9

3 Q),19 d -diol,l7-COÜCH3 123,8 , 144,3 78,1 81,0

3 (5 ,19 q, —diol,l7-COOCH3 128,9 ' 138,7 ' 78,1 74,9

3 (5 , 2 o( ,28-triol 122,2 144,9 83,8 88,5 88,5

La asignación completa de los esqueletos de 1:12—oleanenos y ¿>12—ursenos,

para distintas Sustituciones, Fuepublicada posteriormente por Tori Ét_gl.(67,

68). Fue lograda haciendo uso de las reglas conocidas de desplazamientos por

sustitución, los efectos X y (Y(69), así comolos acoplamientos indirectos
130- H a larga distancia que exhibian algunos carbonos cuaternarios en experi

mentos de desacople parcial (técnica conocida comoSFORD)que permitió su iden

tificación. Por ejemplo, el C-ld presenta acoplamiento a larga distancia con

el protón olefinico de C—12y ee observa comoun doblete en un espectro de desa

cople parcial.
Otros elementos usados en la asignación total Fueron la comparación compues

to a compuesto y el Fenómeno de ensanchamiento de bandas de —CH—y —CH=por2

asociación molecular, comoresultado de la oscilación molecular más lenta y la

relajación dipolar inducida aumentada, mientras que las señales de los carbonos

cuaternarios y las de los metilos permanecían agudas. De este modose determinó

el número de hidrógenos unidos a cada carbono en la molécula (67, 68).

Luego de la asignación total, la comparación entre los compuestos de la se

rie oleaneno y urseno, revela interesantes diferencias adicionales a las enume

radas por Doddrell (66), que se consignan a continuación en una tabla compara

tiva (Tabla 5).
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Tabla 5: Diferencias en los valores de resonancias de algunos carbonos entre
12 12 .

dos compuestos de las series ¿X —ursenoy [Á —oleaneno respectiva

mente ( J C,ppm respecto al TMS).

C-ll C-l2 C-l3 C-18 8-19 C-2D C-27

Ursolato de metilo 16,9 125,5 138,0 52,8 39,1 38,8 23,3

Dleanato de metilo 23,1 122,1 143,4 41,3 45,8 30,6 26,0

En la serna ¿iz-urseno se advierte un cambioconformacional en el anillo E

debido a la proximidad espacial del metilo de 8719 con 8-12, C-13 y 8-27 (Fig.11)

Estos cambios están acompañados por cambios en los anillos C y D, que pueden

ser responsables de ciertas diferencias no esperadas en las resonancias de a1

gunos carbonos entre ambas series.

ACTIVIDAD FARMACDLDGICA DE LOS TRITERPENOS PENTACICLICDS

Los triterpenos pentaciclicos no parECenmostrar una notable acción Farmaco

lógica, aunque sus glicósidos, que constituyen el grupo de las saponinas triter

pénicas, tienen un amplio espectro de actividades tóxicas, hemolíticas, antibió

ticas y antimicóticas (48).
En cuanto a las agliconas más difundidas, algunos autores estudiaron su ac

ción sobre el metabolismo, dada su relación estructural con los esteroides.

Wenzel y KoFF(7D) informaron que entre todos los triterpenos pentaciclicos

estudiados por ellos, el ácido ursólico mostraba un marcado efecto en el balan

ce electrolítico de ratas adrenolectomizadas, con acción similar a un mineralo

corticoide. Los resultados no eran siempre reproducibles debido a problemas de

absorción de los triterpenos.



PARTE 2 : ECDISTERÜIDES

HÜHMONAS DE MUDA DE INSECTOS AISLADAS DE FUENTE VEGETAL

Los insectos sufren distintas transformaciones hasta llegar al estado adulto

(larva-pupa-adulto) y este desarrollo discontinuo está perfectamente regulado
por el balance de concentración de dos hormonas denominadas juvenil y de muda.

Se ha logrado en gran parte conocer este proceso e identificar a los agentes.

La hormonajuvenil es secretada por el órgano llamado "corpora allata" y
promueveel desarrollo larval. Su estructura quimica corrBSpondea 1a siguien

te fórmula (71):

Cra
H R

[T 2 l CH3

CH3—C\-/CH— CH2—CH; C:CH- CH2—8H2- C: CH-—[3CJC]CH3
0

= —CH:3 0 -CH2- CH:3

La hormonamutante es secretada por las glándulas protorácicas del insecto

ante el estímulo de la neurosecreción del cerebro. La naturaleZa quimica de la

hormonacerebral no ha sido aclarada aun, pero si 1a naturaleza de la hormona

mutante, que corresponde a una estructura esteroidal. Por ejemplo, la siguien

te es la estructura de ecdisona, la primera hormonamutante conocida (72):

Fig. 12: Ecdisona, primera hormonade mudaidentificada.
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El mecaniSmode acción ha sido bien establecido para ecdisona y hay fuertes

evidencias de que otras hormonasmutantes relacionadas actuarian del mismomo

do: induciendo la expresión de ¿993 especificos en los cromosomasdel insecto,

permitiendo asi la sintesis de las enzimas específicas del proceso. En la lar

va de Calliphora erytrocephala, la ecdisona induce la sintesis de dopa-descar

b0xilasa, enzima de la biosíntesis de N-acetildopamina (71), responsable de la

esclerotización de la cuticula del insecto. Esta hormonay 20-hidroxiecdisona

(ecdisterona) Fueron aisladas en pequeñísimas cantidades de toneladas de insec

tos y crustáceos y su estructura laboriosamente elucidada (73,74)
Pero,tiempo después, se encontró que tambien existían en cantidades consi

derablemente mayores en diversos vegetales. Ademásse identificaron un gran nú

mero de estructuras relacionadas, tambien con actividad mutante,con el esquele

to básico de ecdisona y diversas Funcionalizaciones que se denominaron en con

junto ecdisteroides o bien Fitoecdisteroides para remarcar su origen de Fuentes

vegetales.

Su Función en las plantas vasculares se desconocey pero tambien estarían im
plicadas en la morFogénesis(75). Se demostró que inhibidores de la biosintesis

de esteroides, interfieren en la reproducción de hongos y en la Floración de

las plantas superiores. Se ignora además si las hormonasde mudapresentes en

plantas tienen acción benéfica o adversa sobre insectos que se alimentan de e
llas en su habitat natural.

La caracteristica común de las hormonas de muda es el grupo [s7—6—ceto—14

-hidroxicoprostano, con sustitución con hidroxilos. Las estructuras conocidas

varian en cuanto al número de carbonos,entre 827 y C29,y además en el grado
de hidroxilación , la configuración de los hidroxilos del núcleo y la cadena
lateral .

Ecdisona:

Fue la primera hormonade mudaidentificada (72), y posteriormente su estruc

tura Fue totalmente estudiada por Hoffmeister(73) en una serie de trabajos.
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Ha sido la hormona más estudiada en cuanto a su Función, mecanismo de acción,

biosintesis y metabolismo, pero no es la másdistribuida en el reino vegetal.

Su estructura fue confirmada por sintesis (76).

Ecdisterona (¿O-hidroxiecdisona) :

Aislada por primera vez de un crustáceo, se la denominóinicialmente crustec

disona (77) y Fue estudiada espectroscópicamente (74, 77). Luego se la aisló de

la pupa de la polilla del roble Antherea Eernyi (78), del gusano de seda Bombix

mori (79) y del gusano del tabaco Manducasexta (80).

De fuente vegetal se la aisló de eSpecies de PodocaEEus(81, 82), de hojas de

Ajgga jagonica Miq. (83) y de otras eSpecies de AJEgQ, del helecho Poligodium

vulgare (84), de semillas de "kaladana", una Convolvulácea clasificada como

IEomoeacalonyction (85), de corteza de Stachyrus Eraecox (88), etc.

Parece estar muchomás distribuida entre los vegetales que ecdisona. Ha sido

denominada Q)—ecdisona(79), crustecdisona (77), polipodina A (84), etc.
Es dos veces más activa que ecdisona en el test de Callighora (87).

Otras estructuras de Fitoecdisteroides:

Cogguestos de 027: se observa la numeración de los ecdisteroides en la estruc
tura de ecdisona.

o ECDISONA
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Ecdisterona: 20-hidroxiecdisona (7a, 77, 7a, 79, s'o, 81, 82, 83, aa, es, es).

Ponasterona A: 20, 22-dihidroxi —25-desoxiecdisona.

Ponasterona B: 2 °< 53o<-dihidroxiponasterona A.

Ponasterona C: 2 d ¿3ci,5 Q ,24 %-tetrahidroxiponasterona A.
Estas ponasteronas han sido aisladas de Podocaggus nakaii (81, 88, 89).

Inocosterona ; 2 Q ,3 (a ,14 ¡x ,20(R), 22(R), 26-hexahidroxi-25(R)—c:oprost-7—
ends-ona y el epímero 25 (S) (90).

20, 26-dihidroxiecdisona (91).

5 %-—hidroxiecdisterona (92).

Ajugasterona A=Polipodina B: 5 e —hiaroxiecdister0na (93).
Ajugasterona C: ll°( —hidroxip0naster0na A (83).

Estaquisterona C: ¿fifa-panasterona A (86).

Estaquisterona D: Con un éter cíclico de cinco miembros entre 0-22 y C-25 (86).

Caladasterona: ¿>?(11)-ponasterona A(85).

Calonisterona: ¿Á?(6), [59(9), ¿>34(15)-7—ceto—6-hidroxiecdisterona (85).

Muristerona A: 5 G,,110(—dihidr0xiponasterona A (85, 94).
7 8-dihidroecdisteroides:

Cheilantoná A: 7,8-dihidroecdisona (95).

Cheilantona B: 7,8-dihidro-25-desoxiecdisona (95).

Co uest s de C :————-"'p° 28

Maquisterona A: 24-metilecdisterona (96).

Maquisterona B: 26-hidroxi-24-metilponasterona A o 24-metilinocosterona (97).

C EQ t d C :o ues os e 29

Maquisterona : 24-etilecdisterona: lamasterona (97, 98).

Maquisterona 24-(1-hidroxietil) ponasterona A (97, 98).

: 24-etilinocoster0na (71).

C

D

Ajugasterona B: 24-eti1- ¿3?5(27)—26—hidroxiponasteronaA.(99).
Amarasterona A

BAmarasterona : 24-(2-hidr0xietil) ponasterona A (71).



Ciasterona : cadena lateral: H

(100)

Capitasterona : cadena lateral =

(101)

Buscandonuevas Fuentes de Fitoecdisteroides, se diseñó un test rápido que

consiste en sumergir larvas de Chilo suppresalis en el último estado larval,

entre 5 a lD segundos, en los extractos que se deseen probar y observar la es

clerotización luego de 48 horas (102). Se probaron de este modo, más de mil es
pecies tratando de abarcar una muestra representativa en una anplia distribución

taxonómica (102).

De los resultados surge que es más Fácil hallar Fitoecdisonas activas en las

Pteridófilas y las Gimnospermaquueen Ias Angiospermasy dentro de esta última

subdivisión, más probablemente en las Dicotiledóneas que en las Monocotiledóneas.
Entre las Dicotiledóneas, las plantas pertenecientes o relacionadas a las fa

milias Amarantáceas y Verbenáceas, parecen ser buenas Fuentes de estos conpues

-tos . Entre las especies estudiadas, se menciona una Solanácea, Withania Furtes

2225, mostró una buena actividad (102).

Es notable que entre las plantas activas sólo se encuentran las hierbas y ár

boles perennes y nunca las plantas herbáceas anuales (102).

Se probó además, cuando Fue posible, la actividad en distintas partes de la

mismaplanta, observándose que no está localizada.

En cuanto a su biosíntesis, se demostró en la planta SesuviumEortulacastrum

(103) la incorporación de ácido mevalónico y colesterol en ecdisona y ecdiste

rona y la conversión de ecdisona en ecdisterona en el mismovegetal. En plantas
del género Podocarpus (104) tambien se demostró la incorporación de colesterol

en ecdisterona. Entonces, se probó en esta eSpecie, la incorporación de colest
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4—en—3-ona—4-14C(Fig. 13), ya que se conocía que, en animales, el pasaje de un

¿XS-colesteno a un 5 @>—colestanotenía como intermediario una ¿34-3-cetona.
Sin embargo, en esta eSpecie, no se halló incorporación, lo que indicaba que en

la planta la biosíntesis de ecdisterona ocurriría por otro camino.

Acerca del mismopaso biosintético, se comparó posteriormente (105), el com

portamiento de insectos del género Callighora y de helechos del género Poligo

gigg, respecto a la retención de la marca de (dci -3H)—y (4 É>-3H)-colesterol,
comoprecursor de ecdisona y ecdisterona. Se observó que en insectos se retenía

el H-40€ del colesterol en el producto de biosíntesis, mientras que en el expe

rimento con (¿IÑÏ—3H)—colesterol, los ecdisteroides no aparecían marcados. Se
podía deducir entonces, que en el proceso que ocurría en estos insectos existía

un intermediario ¿Sá-insaturado.

En helechos se obtuvieron ecdisteroides marcadosa partir de los dos precur

sores y esta retención de ambas marcas demostró que en esta especie no hay in

termediación de un conpuesto ¿SF-insaturado (Fig. 13).

Otro aspecto estudiado de la biosíntesis de ecdisteroides fue la secuencia

en que tenía lugar la Funcionalización de los mismos. En insectos del género

Calliphora (106) se halló que 3 Q>,ldc< —dihidroxi—5 G —(3°( —3H)—colest—7-en—
6-ona (Fig. 13) era precursor de ecdisterona y ecdisona, es decir que esos gru

pos Funcionales se formarían inicialmente. En Achxrantes.fauriei (107) se probó
que la hidroxilación de la cadena lateral de los ecdisteroides ocurriría en un

paso posterior a la Formación del sistema de los anillos A, B y C, ya que, el

conpuesto 2Q; ,3? ,14 o¿ —trihidroxi-5Q —(30¿ —3H)—colest—7—en—6-onase incor
poraba en igual magnitud en ecdisterona que en inocosterona, cuya cadena lateral

está más hidroxilada (Fig. 13).
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_En Sesuvium Eortulacastrum (103);

Acido mevalónico ->-» a colesterol -+-o -o ecdisona a -oa. ecdistc: un

_En especies del género Podocarpus (104);

colesterol -oa -oecdisterona

14
+ ecdisterona—(¿1-C]

_En experimentos acerca del destino de los H-4 del colesterol (105):
3 3

(A)=(ao(—H)ecdisterona (B)=(4©- H)—ecdisterona (C): ecdisterona
I = insecto H = helecho

_1_,
H , (A) H

(B) ‘—-—
' ' I(C)/

H = HO

:3 3H
_En insectos del género Calliphora: _En plantas del género Achzrantes:

O

(precursor de ecdisona y ecdisterona) (precursor de ecdisterona e inocosterona)

Fig. 13: Algunas conclusiones acerca de la biosintesis de ecdisteroides.
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MÉIODÜS ESPECTROSCÜPICOS APLICADOS A LA ELUCIDACION ESTRUCTURAL

DE ECDISTERÜIDES

a) Espectroscopia ultravioleta (UV)

Por su sistema ¿3745—ceto(cetona 5¿,Ñ? —nosaturada), los ecdisteroides
absorben la luz ultravioleta con un máximoentre 241 y 244 nm en metanol. Pero

el sistema característico de estos conpuestos, que es el grupo 4Ó?—6—ceto-l4

hidroxi, se pone de manifiesto en el espectro ultravioleta realizado luego del

calentamiento en etanol-81H a 70°C durante 15 minutos, con la aparición de dos

nuevos máximos a 248 y 295 nm, demostrándose por cromatografía en capa delgada

la existencia de dos nuevos productos menospolares que el de partida (73).

Este Fenómenose explica porque en medio ácido ocurre Fácilmente la deshidra

tación del 0H-l4, terciario, con la Formaciónde dos dienonas isoméricas (Fig.14

La absorción alrededor de 204 nmse asigna al sistema 8, l4-dieno (I) y la

de 295 nm a1 sistema 7, 14-dien—6-ona (II). La absorción a 240 nmaumenta pro
porcionalmente al tiempo de calentamiento en ClH alcohólico y la reacción es

caracteristica de este grupo.

I II
0 Fig. 14 O

Los compuestos cheilantonas A y 8 (95) que son 7,8-dihidroecdisteroides, no

presentan, en consecuencia, absorción al UV. Otras ecdisonas con otros cromo

foros ademásdel 7-en-6-ona-14 ok-hidroxi, presentan las correSpondientes absor

ciones. Asi en caladasterona (7,9-dien-6-ona) esta es 298 nmy en calonisterona

(5(5), e, l4-trien-6-hidroxi-7-ona) son 222, 244 y 294 nm(85).
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b) Espectroscopia inFrarrgja (la)

El espectro inFrarrojo de los ecdisteroides se caracteriza por una intensa

absorción debida a la tensión 0-H, aDFOXimadamentea 3500 cm_ï de sus hidroxi

los y una absorción a 1655 cm—l,debida al carbonilo °(, Q)—nosaturado que re
sulta de la Q C=0más la'Q 0:0, no resuelta (73).

En el caso de 7,8-dihidroecdisona el carbonilo aislado absorbe a 1685 cm_1.

(95). El IR puede proveer inFormación sobre otros grupos Funcionales presentes

en la molécula del ecdisteroide, por ejemplo, lactonas de 5 y 6 miembros, en
capitasterona y ciasterona (100, 101)J

c) Espectrometria de masas

Resulta un arma poderosa para la elucidación de sus estructuras. El ión mo

lecular puede observarse o no, pero a partir de él, se observan picos prominen

tes correspondientes a sucesivas pérdidas de 18 uma(H20) y tambien, a partir
del M+y de los picos originados por las deshidrataciones, pérdidas de 15 uma

por 1a Fragmentación de los metilos angulares (74).

La ruptura principal‘corresponde a la pérdida de la cadena lateral, que ocu

rre por escisión del enlace 20-22 (Fig. 15). Si existen hidroxilos en ambas

posiciones la ruptura es sin reordenamiento dando Fragmentos impares que a su

vez, suFren sucesivas pérdidas de 18 uma(77). Si no existe hidroxilo en 0-20,

comoen el caso de la ecdisona (73), la rqntura es con reordenamiento de un H,

originando Fragmentos pares con las correspondientes pérdidas de 18 uma.

Todos estos Fragmentos, abundantes, deFinidos y con su serie de pérdidas de

agua, tienen gran valor de diagnótico-respecto a las modiFicaciones del núcleo,

comose observa en la Fig.15, en la comparación entre ecdisterona y ajugastero

na C o entre ecdisona y 7,8-dihidroecdisona.

En 1a zona de masas bajas se observan los Fragmentos correspondientes a la

cadena lateral y sus deshidrataciones, una de las cuales, (rupt. 20-22) —18,

es uSualmente el pico base del espectro. Tambien son importantes los Fragmentos

de cadena originados por la ruptura del enlace 17-20 (83) y la del punto de ra

miFicación de la cadena, si esta tiene metilo o etilo, comoen el caso de los
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IOnes correspondientes al núcleo

R1 R2 después de la ruptura de la cadena (m/e‘

Ecdisterona OH H 363-345-327-309

Ajugasterona C H OH 379-361-343-325

Iones correSpondientes al núcleo

después de la ruptura de la cadena (m/e)2

ecdiSona 348-330-300

7,8-dihidroecdisona 350-332-302

Fig. 15: Fragmentos del núcleo esteroidal en espectrometría de masas de ecdis
teroides.
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ecdisteroides de 28 o 29 carbonos (96, 97).

En la tabla 6 se consignan datos de m/e de Fragmentos de cadena lateral ob
I

tenidos por diversos autores para distintas estructuras aisladas.

Tabla 6: Los valores entre paréntesis indican iones con intensidades menores

del 5 %.

EggïLQQZEÉ Rupt.l7—20 Otras rupturas

Ecdisona (73) (117)—99-81. 145-127-109

Ecdisterona (74) (117)—99—81' (151)h143—125

Ponasterona A (81) (lOl)-83 145_127—109

Ajugasterona c (83) (101)—83 145-127-109

2D, 26-dihidroxi

ecdisona (91) 133-115-97 177-159-141-123 31(1,2—glicol)

Estaquisterona c (es) 99-81 (143)—125—1o7 69(er.alÍ1.22-23)

Maquisterona A (95)c28 131-113-95 (175)—157—139—121 70(PB)

Maquisterona a (97)c28 131-113-95 43(PB)

Maquisterona c (97)c29 145-127-109 189-171-153-135 98(127-Et);84

Ciasterona (100) c29 157-139 201-183-165

Capitasterona (101)C29 141 185_167

De acuerdo.con esta tabla se puede determinar la naturaleza de la cadena la

teral con respecto al grado de hidroxilación y alquilación, por el valor de m/e

del Fragmentomismo, de los obtenidos por las subsiguientes deshidrataciones.

y rupturas en los puntos de ramificación. Asi, 1a ecdisterona muestra los Frag

mentos indicados en 1a tabla para la ruptura 20-22 (Fig. 16), mientras que la
,

maquisterona A, por poseer un metilo en 0-24, además de la ruptura del glicol

presenta el pico base m/e 70 originado por un reordenamiento de cuatro centros

(Fig. 16).

En resumen, de la combinación de los datos de Fragmentos del núcleo y la ca

dena lateral, se obtiene información acerca de la sustitución en ambasporciones

que aunque no distingue isómeros,es clara y concluyente.
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1 JW
04 ÜH l

rn/e 117 m/e 99

cadena lateral de ecdisterona |'
\

m/e 81

r 28 _-]+.
26 a

27 ' m e 7DHf ' ' l
OH

cadena lateral de maquisterona A

Fig. 16: Fragmentos de cadena lateral de algunos ecdisteroides.

1
d)Espectroscopía de H-HMH

El espectro de lH-RMNde los ecdisteroides tiene el aspecto característico

del de los esteroides, con los singuletes correspondientes a los metilos sobre

el conjunto de las señales de los metilenos.

La mayoria de los espectros de ecdisteroides libres han sido realizados en

piridina-d , aprovechandola anisotropía del solvente, en el que las señales,5
y especialmente las de los metilos, quedan resueltas al distribuirse en un ma

yor rango de deltas. Se observa entonces claramente, la diferencia entre meti

los secundarios, terciarios, unidos a un carbono que lleva un hidroxilo o sobre

doble enlace, resonando en general entre 0,8 yl,6 ppm.

Los desplazamientos quimicos de los metilos dan las pautas de su cercanía

a grupos polares, por ejemplo, el SHS-18aparece a 0,74 ppm en ecdisona (73)
y a 1,18 ppm en ecdisterona (79), evidenciándose la influencia delOH —20en

esta última. Tambien el CH—21, directamente unido a C-20, cambia naturalmente3

Su desplazamiento quimico y multiplicidad según exista o no hidroxilo en esa
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posición; en ecdisona aparece como un doblete de J: 6 Hz en 1,21 ppm (73),

en cambio en ecdisterona es un singulete a 1,56 ppm(77); Estos valores pueden

generalizarse a todos los 20-hidroxi y 20-desoxiecdisteroides.

El CH3-19(singulete) mantiene sus valores dentro de un rango más constante
alrededor de l,Ol-l,07 ppm, excepto en los casos en que exista un grupo polar

en 5u entorno, por ejemplo, en ajugasterona C (83) (ll°( —hidroxiponasterona A)

aparece a 1,27 ppm y en muristerona A (85) (5 Q),110( —dihidroxiponasterona A)
a 1,38 ppm.

Si hay un hidroxilo en 0-25, la señal de CH3w26y CH3-27es un singulete en
1,37 ppmque integra para seis hidrógenos, aunque si el 0-24 es asimétrico, es

tos dos metilos no resultan equivalentes y aparecen comodos singuletes cerca

nos en esa zona (74). Si no hay ÜH-25 su señal es un doblete de 3:6 Hz que in

tegra para seis hidrógenos alrededor de 0,82 ppm(73, 88).

Las señales de sustituyentes alquilicos en la cadena lateral.aparecen tambien
en esta zona pero resultan de fácil interpretación (96). 

En este solvente, el protón oleFinico del sistema 7-enq6-ona, e), e —disus
tituido, aparece a 6,18 ppmcomo_undoblete de J=2 Hz por la partición alilica

con el H-9 (81).

Otras señales identificables corresponden a los metinos o( a hidroxilo y

a carbonilo como en el caso de H-5.

Pero estas señales se observan con mayor claridad en el espectro de lH-RMN

del derivado acetilado que se realiza en deuterocloroformo. La acetilación, que

se lleva a cabo en condiciones usuales, acetila sólo los hidroxilos primarios

y secundarios, pudiendo deducirse de la integracion de las señales de metilo

de acetato del espectro, el númerode los hidroxilos acetilables en la molecu

la original .

Los metinos D<a esos hidroxilos aparecen desplazados por la acetilación,

lo que permite estudiar Fácilmente sus constantes de acoplamiento (en muchos

casos el dato registrado es el ancho de banda media, en multipletes no resuel

tos) y sacar conclusiones respecto a la configuración de los hidroxilos (88).
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13
a) Espectroscopia de C-fiMg

Nose ha aprovechado totalmente esta técnica en el campo-de los ecdisteroi

des, la mayoria de la estructuras conocidas se elucidaron sin su ayuda. Se en

cuentra registrado el espectro de ecdisona en piridina-d5 (108).
Sin embargo, la obtención del espectro de l C-RMNpuede brindar gran infor

mación. Los carbonos del sistema del carbonilo 0(, Q)-fi0 saturado, resuenan a
campos muybajos, alrededor de 203 ppmpara el C-6 carbonílico, seguido por el

C-B alrededor de 165,9 ppm y el C-7 en 121,2 ppm.

Entre 65 y 85 ppm, aparecen los carbonos directamente unidos a hidroxilo.

De Su número se deduce el grado de hidroxilación de la molécula y de su multi

plicidad, en experimentos de desacople parcial, su naturaleza de primarios,
secundarios o terciarios.



CAPITULOIII

GLICOSIDOS ACILADÜS

DE FLAVÜNOIDES



EJEMPLOS DE PRODUCTOS NATURALES PERTENECIENTES A EÉTE GRUPO

Hasta hace algunos años, los glicósidos acilados de Flavonoides constituían

un pequeño grupo de productos naturales, pero, últimamente, esta Familia de

conpuestos está creciendo cada vez más, con la obtención de nuevos representan

tes, de las más variadas Fuentes vegetales.

Las técnicas espectroscópicas nuevas o más perFeccionadas, permiten hoy en

dia, determinar con mayorFacilidad la naturaleza y posición del grupo acilan

te en los hidroxilos del glicósido. ' ,

Los primeros ejenplos de Flavonoides acilados se encontraron entre las anto

cianinas, sustancias responsables de los colores a2ules, rojos, violetas y ro

sados de los Frutos y Floresl Las estructuras conocidas hasta 1967 Fueron reco

piladas por Harborne (109). El grupo acilante en antocianinas era casi exclusi

vamente el ácido p-cumárico, aunque algunas veces se podia encontrar tambien

ácido Ferúlico o ácido caFeico.

Hasta entonces, se habían encontrado' además unos pocos ejemplos de glicó

sidos acilados de Flavonoles (109, 110, lll, 112) tambien con ácidos derivados

del cinámico comoesteriFicantes, pero sin haber llegado a establecer la posi
ción de acilación.

La primera estructura de Flavonoide acilado totalmente determinada corres

pondió a canFerol-S-(2"'-0—Feruloil)soForósido aislada de pétalos de Flores

de la Solanácea Petunia hibrida (113).
Posteriormente, en 1969, BirkoFer realizó un estudio por lH-RMNde distin

tas p-cumaroilglucosas, que sirvió de base para poder lograr la determinación

exacta de la estructura de conpuestos que poseyeran esa unidad (114).

En los siguientes años se ha ido anpliando el número de compuestos de este

tipo, encontrándose ademásde glicósidos acilados de otras clases de Flavonoi

des, otros agentes acilantes.

Por ejemplo, entre otros, de las especies Rosa multiFlora (115) y Prunus

Eersica (116).ambas pertenecientes a la Familia de las Rosáceas,se aisló un
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monoacetato de can’r‘erol—3—©-D—glucopiranosil-(l->4)—°<—L—ramnopiranósido, a-‘H
cilado en uno de los dos hidroxilos libres de la ramnosa; de Flores de Azalea

(117) se obtuvo 2"—O—acetilquercitrina (quercetina-(2"-Ü—acetil)ramnósido);de

Salix viminalis (118), isoramnetina-3-D-(6"-O-acetil)glucósido y de Salix alba

(119) , glicósidos acilados de Flavonas, apigenina-7-Ü-(6"-Ü—p—cumaroil)gluco

sido y apigenina-7—Ü—(4"-O-p—cumaroil)glucósido.

De Üxytroptis myriophyla (120) se aislaron el glicósido quercetina-3-O-sofo

rósido-7-O-ramnósido y los derivados acilados del mismocon ácido cumárico y

ácido acético en la glucosa terminal, sin establecer totalmente Su estructura.

En eSpecies del género Eguisetum se describió la presencia de canferol—3—0_é 

D-(6"—Ü-acetil) glucósido-7-0- Q’-D—glucósido y canferol-3—Ü- G»-D—(6"—Ü-acetil)

glucósido-7-O-ramnósido (121), así comotambien canferol-7-O-glucósido-B-O-Q>

(glucosil (1+2)(O—sinapoil)glucósido) (122).

Tambiense han aislado C-glucosilFlavonas aciladas, por ejenplo, en Sarotanh

nus scoparius (123), el derivado 6"-O—acetilado del escoparósido, una C-glucosil

flavona aislada de la mismaplanta y en Hzgericum hirsutum (124) se informó la

presencia de luteolina-B-C- Q)-D-(2"-O—acetil)glucopiranósido (2"—O-acetilorien
tina). En brotes de soja se encontró 6"-Ü—acetildaidzina (125), un glicósido

de isoflavona acilado, asi comotambien 6"-O-acetilgenistina (126) que es la

5,4'—dihidroxiisoFlavona—7—Ü—Q>-(6"—C-acetil) glucósido.
De la especie Valeriana wallichii (127) se aisló acacetina-7-O-rutinósido,

el glicósido conocidocomolinarina, y sus 2"'-O- y 3"'-O—metilbutiril ésteres

cuyas estructuras Fueron determinadas por 13C-RMN,presentando este curioso
ácido esteriFicante.

’ Ungrqao ruso de investigación, dedicado al aislamiento de glicósidos acila

dos de Flavonoides entre e5pecies de Su Flora de coniferas, principalmente en

los géneros Pinus (128, 129, 130, 131), Crassulacea (134), Picea (132, 133),

Cuoressus (134), Sedum(135), etc., luego de aislar e identificar alrededor de

treinta glicósidos acilados de Flavonoides, llegaron a la conclusión que, al me

nos en los casos estudiados por ellos (l34),se podia generalizar lo siguiente:
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primero, que los azúcares glicosidantes son comúnmenteglucosa, galactoSa, ram

nosa, xilosa y arabinosa, mientras que los agentes acilantes que generalmente

se encuentran son los ácidos acético (134), benzoico (134), cumárico (131, 134),

gálico (3,4,5-trihidroxibenzoico) (134, 135), sinápico (122), Ferúlico (137),

etc.. Segundo,que se encontraron principalmente glicósidos monoacilados, algu

nos diacilados y sólo un ejenplo de triacilado (134); en el caso de monoacila

ción, el acilo está comúnmente ligado a1 ÜH45de hexosas y más raramente al 0H-3;

en pentosas, la posición preferida para la acilación es el ÜH-3en caso de mono

acilación. La diacilación tiene lugar en los 0H-6 y ÜH-3de hexosas y en los
0H-2 y ÜH-3 de pentosas.

Algunosejemplos de glicósidos acilados aislados son: di-p-cumaroilisoquerci

trina de Pinus sylvestris (131), isoramnetina-3-0— Q>—D—(6"—Oaacetil)galactó

sido y -3—Ü—Q —D—(6"—Ü—aceti1)glucósido (130) tambien en especies de 23222,

3,5,7,4'—tetrahidroxiflavona-B—(3"—O-acetil) xilósido y —8—(3"-0—acetil)arabi

nósido (134); la 3,5,7,4'—tetrahidroxiFlavona—8-(2,3-di-Ü-aceti1) xilósido (134);

astragalina-G-Ü- (b —D—(3"-O—p—cumaroil)glucósido y -(3—0-Q.)-D-(6"-D—p—cumaroi1)

glucósido, ambas aisladas de Picea oboyata (133) y 2"—0—p—cumaroilleuganinaais

lada de Picea koraiensis (132), miricitina-CS-O- Q:-D-(5“-0-galoil) glucósido y

miricitina-3-0— Qa-D-(6"—O—galoil)galactósido aisladas de Sedumkamtschaticum
(135) y miricitina—3—0_ o(-4_—(2"—Ü—galoil)ramnósido de Sedum selkianum.(l36).

En ramas de mimbrese caracterizó un glicósido acilado de Flavanona, narin

genina-S-Ü- Q,—D—(6"—O—p—cumaroil)glucósido.
Existen muchosejemplos más que se están aislando actualmente de las más va

;iadas fuentes vegetales, los enumeradosson sólo representantes que ejenplifi
can las variaciones estructurales que pueden encontrarse entre los glicósidos

acilados de Flavonoides, algunos de los cuales se ilustran en la Fig. 17.
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Fig. 17: Algunos ejemplos de glicósidos acilados de Flavonoides.
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METODOS ESPECTRÜSCÜPICÜS APLICADÜS A LA ELUCIDACIÜN ESTRUCTURAL DE DISTINTOS

TIPOS DE FLAVONÜIDES

a) Espectroscopia ultravioleta (UV)

Los Flavonoides presentan en UVdos bandas principales, denominadas Banda I

(300-380 nm) y Banda II (240-300 nm) debidas a la presencia de dos cromóForosz

el grupo cinamoílo y el grupo benzoilo, que dan información acerca de los ani

llos B y A, re5pectivamente (Fig. 18);

Esta tecnica ha resultado muyefectiva en la deducción de las estructuras

de los Flavonoides, debido al uso sistemático de reactivos de desplazamiento

000Na/80 respecto al3 -\
(1 9) como c13A1 , ClaAl/LlH , 0H30Na , 0H3000Na y CH3 3H3,
espectro obtenido en metanol.

Fig. 18:

R: H, 0H u 091

grupo benzoilo grupo cinamoilo

Banda II Banda I

b) Espectrometria de masas

El método de inpacto electrónico es el más ampliamente usado en todos los

espectros de masas de agliconas, C-glicósidos y 0-glicósidos.

Aglicoñas(140)

_ +Las agliconas dan en general M intensos, que en muchos casos pueden ser el
+ +. +.

pico base. En la zona del M puede observarse un intenso M-H) y un M-CHa)
para los compuestos con metoxilo aromático. Pero para la mayorparte de las

agliconas (Flavonas, Flavonoles, isoFlavonas, Flavanonas y dihidroflavonoles,

excepto chalconas) los principales caminos de Fragmentación se ven en la Fig.19
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Camino I:

|+. |+

o anillo B 0 |+.

DI ———> Y/O CH
C

. +. k0 8+
anillo A o anillo C Al l

Camino II:

I+.
0

Ü ¡iilll II
a + C + '

II fil
.CH 0+

o +
B2

Fig. 19: Principales fragmentaciones de Flavonas en espectrometria de masas

El camino I es una reaccion de retro Óiels Alder sobre el anillo C y da ori

gen a dos iones cuya proporción da idea de la distribución de cargas de la mo

lécula y sus masas indican la sustitución. El camino II conduce a una sola es

pecie cargada que corresponde al anillo B. Amboscaminos son conpetitivos y las

intensidades de 8;. y de BZ-CO)+'son aproximadamente inversamente proporciona

les a las de AÏ' y BI. del camino I.
En flavonas el M+es generalmente el pico base y se observan iones importan

tes para M-CO)+' y para el Fragmento AI' del camino I. Conparando la Flavona
(a), el ejenplo mássencillo, la 5,7-dihidroxif1avona (b) y la luteolina-3',4'
dimetiléter (c), se observa comopuede detectarse y deducirse la sustitución

de los anillos A y B, por espectrometría de masas (Tabla 7).

Surge de la Tabla, la asignación de los iones comunesentre (a) y (b) que

coinciden en la sustitución del anillo B y entre (b) y (c), iguales en el ani

llo A,y los corrimientos correspondientes de los restantes iones por la susti
tución.



Iones m/eue) (a) (b) (e) 2

M+ 222(Pa) 254(PB) 314(PB)

M-Co)+° 194(54) 225(12) 286(10)

AI' 120(ao) 152(20) 152( 4)

A1—co)+' 94(49) 124( a) i24( 1)

B+' 102(13) 102( 5). 152(12)

¡ag-c0)+ 77(10) 77(14) 135( 5) :1;RÉ; HR(:)ÜC:1_OÉC)R2_H(b)1 2 3

Tabla 7 : Algunos iones en espectros de masas de flavonas (140)

En el caso de flavonoles tambien el ión molecular es el pico base y en con

junto con los iones M-H)+', M-CH3)+', M-CH3—CÜ]+'y Fragmentos débiles debidos

a A1+H)+' para el anillo A así.como 8;" y 82—CO)+'para el anillo B, se obtie

ne bastante información estructural (140). El Fragmento M-CH3—CO)+'de 3-metil
flavonoles se ha atribuido a una pérdida concertada de metilo y carbonilo del

anillo C; este mismo ión se observa en flavonoles con 0H3045, aunque el ÜH-3
no esté metilado. La sustitución en el anillo C se deduce de la diferencia de

masa entre el M+y los fragmentos de los anillos A y B.

La principal fragmentación en flavonas y dihidroflavonoles ocurre por el ca

. mino I y puede observarse el ión A1+H)+' por transferencia de hidrógeno. Tam
bien las isoflavonas tienen su principal fragmentación por el camino I (140).

Las chalconas constituyen un caso particular. Las rupturas principales ocu

rren a ambos lados del carbonilo con subsiguiente pérdida de C0 (28 uma) de la

porción del cinamoilo (Fig. 20) (140).
1+.

<-————— ———> l __>' — CO

o II

9

Fig. 20: Principales fragmentaciones de chalconas.
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D-glicósidos de Flavonoides

En general, el eSpectro de un D-glicósido de un flavonoide no presenta M+

observable. Los azúcares al escindirse transfieren un hidrógeno al oxigeno de

la aglicona al cual están unidos dando un ión intenso, correspondiente a la

aglicona, que sufre las Fragmentaciones ya discutidas originando los picos prin

cipales del espectro (140).

Los azúcares dan las señales correspondientes a su ión oxonio (Fig. 21),

pérdidas de agua a partir de él y las Fragmentacionescaracteristicas de los

hidratos de carbono a m/e 55, 69, 73, etc. (141),

—\+. +.
Azúcar-0-Aglic. Q Azúcar -(—H) + H-Ü-Aglic.

Fragmento de aglicona

DH OH

+. 0-——Alic. +
H 0 f g o .k7 _____) OH \ + .0-Aglic.

HO ' '
HO

OH OH azúcar
Fig. 21: Fragmentos de aglicona y azúcar. (ión oxonio)

En espectrometria de masas, que no distingue isómeros, el ión oxonio apare

ce a m/e 163 para hexosas, m/e 147 para monodesoxihexosas, m/e 133 para pento

sas y m/e 177 para ácidos urónicos. En el caso de un oligósido, las señales más
importantes son las del azúcar terminal-Si existe acilación, sobre todo en es

te azúcar, se observa el ión con la correspondiente diferencia de masa y iones

originados a partir de él por perdida de acilo. de agua,y de agua-y acilo.

Por el estudio del espectro de masas de distintos derivados se logra obtener

mayor información acerca del glicósido, comose discute a continuación.

Derivados Eeracetilados

Son de Fácil obtención, pero la información'que puede obtenerse de su espec
+ .tro de masas no es c0npleta.Se observa el M pero de baja intensidad y a partir



de él se generan sucesivas pérdidas de 60 y 42 uma (ácido acético y cetena).

Los picos de la aglicona no son importantes en este espectro sino que predomi

nan los de los azúcares, que tambien van aconpañados por pérdidas de 60 y 42

uma.

Derivados permetilados y perdeuterometilados

Estos derivados, cuyos espectros de masas han sido estudiados por varios

autores (142, 143, 144, 145, 146) para todo tipo de glicósidos de flavonoides,

presentan dos problemas importantes en su obtención: el de una metilación in

completa o excesiva y el de la necesidad de un paso posterior de purificación.

De cualquier modo, una vez obtenido el derivado, se obtiene mucha información

de su eSpectro de masas.

En casi todos los casos puede observarse el M+pero es un pico muydébil

a menudo menor del 1 %.

Todos los 0-glicósidos sufren fisión de los azúcares_con transferencia de
hidrógeno a la aglicona dando un pico intenso de aglicona, usualmente el pico

base, aconpañado de iones l uma mayor y menor, A+H)+' y A44)+'.

Para los azúcares, los picos observados corresponden al oxonio permetilado

o perdeuterometilado, menos protón, y pérdidas de —DCH3o —ÜCD3y de metanol o
deuterometanol a partir de él. El disacárido tambien se escinde comosu oxonio

pudiendo deducirse en este caso la secuencia, porque el ión más importante de

los azúcares de un diglicósido corresponde al oxonio de azúcar terminal(142).

En cuanto al punto de unión al flavonoide, se observó que las unidades 3- y

S-O-glicósidos se eliminan más rápidamente que los grmpos 7-Chglicosilo. En ge

neral, para 3,7-0-diglicósidos permetilados de flavonoles, los iones correspon

dientes a M-(3-0-azúcar) tienen intensidades relativas del 40 al 50 %, mientra

que los Fragmentos M-(7-Ü-azúcar), intensidad menor que el l %.

Los grupos acilo presentes en el producto natural se hidrolizan en el proce

so de derivatización corriente y las flavanonas tambien sufren degradación en

medio alcalino fuerte, a menosque la metilación se realice en otro medio.

Lacomparaciónentre los espectros de derivados permetilados y perdeuterome
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tilados del mismoconpuesto, indica por la diferencia de masa de los iones,

(3 uma más por hidroxilo) el número de hidroxilos en cada Fragmento y la pre

sencia de metoxilos naturales(145).

Derivadostrimetilsililados

Schels, Zinsmeister y Pfleger (147, 148) describieron los resultados de la

espectrometría de masas de derivados trimetilsililados de flavonoides, reSultan_
do esta técnica tan útil comola de permetilación en cuanto a información obte

nida del espectro; con la ventaja de la facilidad de obtención del derivado y

extensión de aplicabilidad de la reacción, que se realiza en condiciones suaves
y es cuantitativa y conpleta, obteniéndose un solo producto que puede someter

se inmediatamente a la espectrometria de masas.El medio de reacción no afecta a

las moleculas lábiles a bases..

El único inconveniente, sobre todo cuando se trabaja con espectrómetros de

baja resolución,-es que los M+de estos derivados aparecen por encima de las

1000 uma,y se solucionó por medio de un nuevo método de calibración del espec

trómetro (147). .
En todos los espectros de masas de estos derivados, puede observarse el M+

con mayor intensidad relativa que En los derivados permetilados, aun en el ca

so de los 3-0-glicósidos que se escinden con gran facilidad. Ademásva acompa

ñado por un pico más intenso a M+—15que puede llegar hasta el 40 %. Esta pér

dida de 15 umaes característica de los grupos trimetilsililo y se observa a

partir de todos los iones del espectro.
Comoen el caso de los derivados permetilados, la fisión del enlace azúcar

aglicona inplica transferencia de hidrógeno hacia esta última. En este caso,

además,se transfiere trimetilsililo (R), obteniéndose los siguientes fragmen

tos para la aglicona (A): A+H, A+2H, A+H, A+H+R,A+2Ry las correspondientes

masas menos 15.

Estos fragmentos de aglicona dan una indicación acerca de la naturaleza del

flavonoide y de la posición de glicosidación. Entre los flavonoles, los 3-mono
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y biósidos muestran un A+Hmuyintenso, casi sienpre el pico base, en los 7-0

glicósidos el (A+H)—15es el cercano al 100 %, mientras que en los 3,7-0-dig1i

cósidos, (A+H+R)—15es el Fragmento de aglicona más intenso. En Flavonas son

intensos A+H, (A+R)—15, A+Hy (A+H)—15.Entre las Flavanonas, los Fragmentos

más inportantes de aglicona están en (A+H)—15,pero de mucha menor intensidad

que en el caso de las Flavonas. No se observan en ningún caso, Fragmentaciones

posteriores de la aglicona (por ejenplo una retro Diels Alder) (147, 148)(Fig. 22;

La Formación de los iones de los azúcares está, la mayoría de las veces, aconh

pañada por pérdida de hidrógeno y origina Fragmentos inportantes, de intensi

dades de hasta el 80 %, por ejenplo, para el azúcar terminal.

En diglicósidos se observan dos conjuntos de picos de azúcares. Unocorres

ponde al azúcar terminal y otro al disacárido ( Fig. 22, Fragmentos T y D res

pectivamente) y los picos originados por la pérdida de silanol a partir de ellos.

Las masas tipicas para el Fragmento D-Hson 828 (para el disacárido de dos hexo

sas), 740 (disacárido de hexosa y monodesoxihexosa), etc.. Para T-H son 464 (pa

ra ácidos urónicos), 450 (hexosas) y 362 (monodesoxihexosas).

En glicósidos más conplejos, si a1 escindirse el azúcar terminal, 1a carga

queda en el resto de 1a molécula, se originan los Fragmentos S (Fig. 22) que

informan acerca del monosacárido directamente unido a la aglicona (147).

ÜTMS

OTMS

ÜTMS Ü

Fig. 22: Fragmentosprimarios de trimetilsililderivados de glicósidos de Flavo
noides.



En 3,7-0-diglicósidos, por ejemplo, se fragmenta el azúcar de posición 3

dando los iones Sl y los de posición 7 dando los iones Sé, ambos con transfe
rencia de hidrógeno o trimetilsililo y sus correspondientes masas menos15.

Comoen el caso de los derivados permetilados, de las intensidades relativas

de Sl+H y S +H.se puede deducir el punto de unión de los azúcares si estos2

tienen diferentes masas. Del mismomodoque frente a la hidrólisis ácida, el

azúcar de posición 3 se escinde con mayor facilidad que el azúcar de posición

7 y entonces los Fragmentos Sl son más intensos que los fragmentos 82, comose
ejemplifica a continuación:

(81+R)-15 81+ H (82+R)-15 82+ H
Canferol

3-o-ramn-7-0-glu 937 ( 85%) 880 (34%) 849 ( 7%) 792 (19%)

Canferol

3-0-glu-7-O-ramn 849 (100%) 792 (49%) 937 (19%) 880 ( 8%)

Se observan en la tabla las grandes intensidades de los iones originados por

escisión de los azúcares de posición tres.

En el caso de 1+2 y la6 biósidos, se pueden detectar en estos espectros di

ferencias debidas a la distinta posición de la unión interglicosidica.

Los 1+6, por ejemplo rutinosa y robinobiosa, muestran un solo pico debido

al disacárido ( D-H). En cambio, los la2 (comoneohesperidosa y soforosa) pre

sentan ademásdel pico del disacárido, picos [J-silanol, a 651 para el disacá

rido de glucosa-ramnosa y 739 para el disacárido de glucosa-glucosa.

l
c) Espectrggcopía de H-BMN

Las señales de los protones de los flavonoides permiten obtener casi toda

la información necesaria para determinar Su estructura. Es un sistema aromáti

co con señales bien definidas que, por sus desplazamientos químicos y constan

tes de acoplamiento,permite establecer el tipo de flavonoide y su sustitución.
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Si existen indeterminaciones en las asignaciones, se puede recurrir a técni

cas comoel uso de solventes anisotrópicos en la realización del espectro (149),

que provoca el desplazamiento de ciertas señales, o el uso de reactivos de des

plazamiento comolos conpuestos de europio (150);

El sistema de numeración de los carbonos de un flavonoide es el siguiente,

y se utiliza en la descripción de los esn°ctrcs de lH-RMNque se realiza a con

tinuación:

4' anillo B
5|

anillo A 7
6

Protones del anillo A

Los Has y H-Bde flavonas, Flavonoles.e isoFlavonas que tienen sustitución

5,7—, aparecen como dos dobletes entre 6,0 y 6,5 ppm, el HASa canpos más altos

(6,046,2) que el H-B(6,3-6,5). En Flavanonas y dihidroFlavonoles 5,7-disustitui

dos, aparecen a canpos más altos (151).

En las agliconas que solo presentan sustitución en 7-, el H-5 se observa a

campos muybajos, desprotegido por el carbonilo de C-fl, comoun doblete de J:

9 Hz por su acoplamiento 2532 con el H-6.

El único protón del resto del esqueleto que puede encontrarse en esta zona

es el H-3 de las Flavonas, que aparece como un singulete en 6,3 ppm. En caso de

trisustitución (5,6,7- o 5,7,8—), el único protón del anillo A es tambien un

singulete en la mismazona. Para distinguirlos es útil conparar el espectro del

Flavonoide trimetilsililado, con el del parcialmente sililado (en todos los hi

droxilos menosen el 0H-5) (151). En este último, la señal del H-3, se desplaza

aproximadamente 0,15 ppm a canpos más bajos, la señal del H-B, 0,15 ppm a cam

pos más altos y la señal del H-6 no se corre (Fig. 23).
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Protones del anillo B

Aparecen en general a canpos más bajos que los del anillo A, entre 6,7 y 7,9

ppm. Su aspecto es característico del esquemade sustitución del anillo y ade

más está influido por el grado de oxidación del anillo C.

Si el anillo'B está sustituido en 4;, aparece el esquematipico de la susti

tución para (152) con dos dobletes de constante de acoplamiento grande. El do

blete correspondiente a los H-C' y 5; aparece a canpos más altos, mientras que

la posición del doblete de los HÁZ' y 6' depende en cierta medida del grado de

oxigenación del anillo C: entre 7,1 y 7,4 para flavanonas, entre 7,2 y 7,4 pa

ra dihidroFlavonoles, entre 7,2 y 7,5 para isoFlavonas, entre 7,7 y 7,9 para

flavonas y entre 7,9 y 8,1 para Flavonoles.

La oxigenación en 3',4'— da un esquema más conplejo (Fig. 23). El H-5' apa

rece comoun doblete entre 6,7 y 7,1 ppm con J: 8,5 Hz (151) y los H-2' y 6',

aparecen superpuestos entre 7,2 y 7,9. La posición relativa de las señales deï

los H-2' y 6' puede usarse para distinguir la sustitución CHSU—3',DH-4‘de la

OHv3', CH30-4' . En Flavanonas, isoFlavonas y dihidroflavonoles el esquema canr
bia observándose un multiplete complejo entre 6,7 y 7,1 ppm.

Si el anillo B no está sustituido, sus hidrógenos aparecen comomultipletes

conplejos entre 7,1 y 7,5 (H-3', 4' y 5') y 7,5 a 7,9 ppm(H-2' y 6') en flavo

nas, desplazándose a campos más bajos en Flavonoles. En Flavanonas con el ani

llo B sin sustituir, los cinco protones aparecen en un multiplete a 7,4-7,5 ppr

(151).

Protones del anillo C

El desplazamiento quimico de estos hidrógenos varia conpletamente según el gra

do de oxidación de este anillo, es decir según el tipo de Flavonoide.

El H-3 de Flavonas es un singulete en la zona de los protones del anillo A

(Fig. 23). El H-2 de isoFlavonas aparece entre 7,8 y 8,1 ppm en CISCOy a cam

pos más bajos aun (B,5—8,7 ppm) en DMSO-d6como solvente, conportamiento que
puede ayudar a su asignación (151).
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Los H-tK y H- (¡de las chalconas aparecen comodobletes de J: 17 Hz , entre

6,7 y 7,4 para el H—°(y 7,3 y 7,7 ppm para el H-QA .

En Flavanonas, donde el enlace entre C-2 y C-3 está saturado, el H-2 apare

ce como un cuarteto a 5,2 ppm como la parte X de un sistema ABX, cuya parte AB

la constituyen los dos protones de 873, que resuenan alrededor de 2,8 ppm.
En dihidroflavonoles, la señal del H-2 es un doblete de J: ll Hz alrededor

de 5,0 ppm mientras que el H-3 aparece en 4,3 ppm comootro doblete acoplado

al anterior. Este acoplamiento corresponde a hidrógenos l,2—diaxiales y se ob

serva en los dihidroflavonoles naturaIes, por poseer configuración absoluta R

en los 0-2 y 0-3.

Glicósidos de Flavonoides

El solvente de elección para glicósidos de Flavonoides libres es el DMSÜ-d6

por su gran poder disolvente. En general el metodo más conveniente y usado.y
l

el que se discute a continuación es el espectro de H-RMNdel Flavonoide tri

metilsililado en CESCD.

i) Efecto de la glicosidación sobre los hidrógenos de la aglicona

En Flavonas, flavonoles e isoFlavonas 5,7-diSustituidas, la glicosidación

de un OH-7 hace que las señales del H-6 y del H-B se desplacen a canpos más

bajos. Por otra parte, la glicosidación del 0H-3de un Flavonol, afecta princi

palmente a los H-2' y H-6', provocando un desplazamiento a canpos más altos de

alrededor de 0,4 ppm_(151).

ii) Resonancias de los protones de azúcar en glicósidos de Flavonoides

La resonancia del H-l del azúcar (protón anomérico) en los derivados trime

tilsililados de glicósidos de Flavonoides, dependede la naturaleza de la agli

cona y de la estereoquimica de la unión glicosídica. En 5-, 7- o 4'— Q>—O—gli
cósidos de Flavonoides la señal del protón anemérico aparece alrededor de 5 ppn

en cambio, en 3-0-glicósidos de Flavonoles esta señal se observa en 5,8 ppm.

La configuración de la unión glicosidica se deduce de las constantes de acopla
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miento entre el protón anomérico y el protón vecino, según la naturaleza del

azúcar. Por ejemplo, los QD-O—glucósidospresentan un doblete de J: B Hz para

su protón anomérico, por el acoplamiento ggigl-ggigl de ese protón con el H-2

de la glucosa, ya que el ÜH-2de glucosa y el oxigeno etéreo de una unión gli

cosidica Q , son ecuatoriales.
Los restantes protones del azúcar aparecen entre 3 y 4 ppm, comouna serie

de multipletes superpuestas,sin poder obtenerse muchainformación, en general,

a partir de ellos.

El uso de un solvente anisotrópico'como piridina-ds, puede provocar despla
zamientos que ayuden a la asignación (117, 153). Por otra parte, la protección

de los hidroxilos comosus trimetilsililéteres, ahorra en el espectro del gli

cósido, la conplicación por sus señales.

Tambiense realizan los espectros de los derivados acetilados de los flavo

noides. Los desplazamientos de metinos y metilenos por acetilación de sus hi

droxilos alfa son de diferente magnitud ( 1,0 ppmy 0,5 ppmrespectivamente).

Este hecho permite por ejemplo, distinguir, por el eSpectro de los derivados
acetilados, entre los dos ramnoglucósidos más comunesque glicosidan a los fla

vonoides: Putinosa (64 —L-ramnopiranosil(146)-Q>-D-glucopiranósido) y

neohesperidosa(c1 —L—ramnopiranosil(l+2)—QP-D—glucopiranósido) (154). El dife
rente númerode hidroxilos primarios y secundarios acetilables en cada uno de

estos disacáridos, es el hecho que fundamenta su distinción. \
En cuanto al análisis de los trimetilsililderivados de ambosdisacáridos,

tambien se pueden hallar diferencias(154). En los rutinósidos el protón anome

rico de ramnosa (H-l"') aparece entre 4,2 y 4,4 ppmy el metilo de C-6 de ram

nosa (C45"') como un singulete muyancho entre 0,8 y 1,0 ppm, mientras que

en los neohesperidósidos, el H-l"' se encuentra en 4,9-5,Ü ppmy el metilo de

C-6"' se observa comoun doblete de J: 6 Hz en l,l-l,2 ppm(154).
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13
d) Espectrqscopia de C-BMQ

Flavonas

Joseph-Nathan y Schoolery (155) en 1974 publicaron la asignación conpleta de

los carbonos de la Flavona (I), pero-recién en 1976, Ternai y Markhamrealiza

ron un estudio sistemático de Flavonas y flavonoles, partiendo de la asignación

de acetoFenonas con distintos grados de sustitución (II) comomodelos para el a

nillo A, de distintos ácidos cinámicos (III) comomodelopara los anillos B y C

y de la misma Flavona (I) ya asignada {156). ,

En la Fig. 24 se observa el sistema de numeración de los carbonos en (I) y

la nomenclatura de los anillos que se utilizará a continuación. Los carbonos

de las moléculas modelo (II) y (III) están numeradospor analogía a los de (I).

Estos modelosresultaron útiles pues los anillos A y B son independientes (co

moen UV)y los cambios de sustitución en uno de ellos, no afectan al otro.

4. '(I'I)
. 5(8)

5 (7M 5(9)
(5)3 l

2 l

Fig. 24: Numeraciónde Flavona (I), acetofenona (II) y ácido cinámico (III).

Se resumen en la Tabla 8, los resultados obtenidos para algunas acetofenonas

3
Tabla 8: C-RMNde acetoFenonas con distintas sustituciones (6.o, ppm)

5(3) .7(4) 2(5) 3(5) 4(7) 5(5) 5(9) 1(10)

2-OH 25,25 207,35 151,91 115,55' 135,25 115,95 132,91 121,14

2,4-diÜH 27,34 205,11 155,00 103,53 155,51 109,57 135,21 114,34

2,6-diOH 34,35 207,35 152,45 105,70 '137,52 105,70 152,45 111,57

2,4,5_tr10H 33,53 204,99 155,25 95,05 155,49 95,05 155,25 105,57

Los númerosentre paréntesis son las posiciones de cada carbono en flavona(I).
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Sin confusión se atribuye,en todos los casos,la Señal entre 205 y 208 ppm

al 0-4 carbonilico,y la señal entre 27 y 35 ppm,a1 metilo de 1a acetofenona.

Las restantes señales tambien pueden asignarse de acuerdo-a los desplazamientos

esperados por la presencia de hidroxilos aromáticos (69). Asi, por ejenplo, en

1a 2,6-dihidroxiacetofenona (simétrica), las dos señales a 162,46 ppmdeben co

rresponder al C-2 y al C-6, desprotegidos por los hidroxilos directamente uni

dos a ellos y 1a restante señal intensa a 108,70 ppma los C-3 y 0-5 9:32 a los

anteriores. El 0-4 aparece a CQHDOSmás bajos (137,82 ppm) como se espera para

un carbono 5223 al sitio de hidroxilación y el carbono cuaternario C-l a 111,67

ppmse distingue Fácilmente por la baja intensidad de su señal debido a su ma

yor tienpo de relajación y menor efecto nuclear de Overhauser. La asignación de

las restantes acetoFenonas se realiza de maneraanáloga.

En los eSpectros de los ácidos cinámicos, la señal del carbonilo aparece a1

rededor de 170 ppm. En el espectro del ácido 4-hidroxicinámico, que es simétri

co, las dos señales intensas a 131,7 y 117,3 ppmse asignan a los dos pares de

carbonos equivalentes, 0-2 y 0-6 al primer valor de resonancia,y C-3 y C-5 a1

segundo. El C-l por ser para al hidroxilo, aparecerá entre las señales anterio

res y se asigna a 126,9 ppm. Las señales restantes a 146,6 y 115,9 ppm son

las de los 0-2 y 0-3 vinilicos (conpuesto III, Fig. 24), según la asignación

realizada para 4-metoxiestireno. Las resonancias de estos carbonos no se afec

tan mayormentepor posterior sustitución con metoxilo en el anillo.

La introducción de un metoxilo en C-3', provoca el intenso desapantallamien

to del carbono directamente unido, apantallamiento de los carbonos 2:29 y BEBE

y leve desapantallamiento en los carbonos meta. Análogamentese asignan las se
ñales de ácidos cinámicos con otros esquemas de sustitución.

Teniendo en cuenta las resonancias de los carbonos de estas moléculas modelo

se pueden asignar los espectros de algunas Flavonas (Tabla 9).

El espectro de 1a 5-hidroxiF1avona puede asignarse Fácilmente por conpara

ción con el de 1a 2,6-dihidroxiacetofenona, para los carbonos del anillo A, y

de 1a Flavona para los carbonos del anillo 8.-Las dos únicas señales que no se

deducen directamente de la conparación son 110,8 y 107,2 ppmque se asignan



Tabla9:AsignacióndelasresonanciasdeloscarbonosdealgunasFlavonas(6- ,ppm).

c

23456789101'2'3'4'5'6'

Flavona155163,2107,6178,4125,7125,2133,7118,1156,3124,0131,8126,3129,0131,6129,0126,3 5-0HFlavona164,0105,6182,9155,8107,2135,6110,8159,8110,1130,5126,3128,9131,9128,9126,3
5,7,4'—tri0H

( (1

5,4'-di0H(1

(155,5105,0153,1155,595,7154,9100,3152,0104,3122,7129,5117,3151,5117,3129,5
(

J )
)155,4103,9153,4155,4105,0135,1111,4150,0110,4121,9129,1115,7151,7115,7129,1

1 )

5,7,3',4'-tetraOH155,1103,9152,5155,294,9154,399,9151,5104,5123,0114,3145,9149,5117,1120,1

Tabla10:Comparacióndelasresonanciasdeloscarbonosde3',4'—dihidroxiFlavonay3',4'-dihidroxiflavono1

paralaasignacióndeesteúltimo(¿(yppm),(156).

23456789101'2'3'4'5'6'

3',4'-di0HFïavona164,2105,4177,9125,6125,1134,4118,4156,1123,6122,8113,9145,8145,5116,6119,5 3',4'—diÜHflavonol147,7138,1173,8125,4125,4134,5118,8155,5121,5123,4116,3145,4148,0116,7121,7

Tablall:Comparacióndelasresonanciasdeloscarbonosde5,7,4'rtrihidroxiFlavanona(naringenina)'con

losde5,7,4'—trihidroxiF1avona(apigenina)((Sc,ppm).(157)

23456789101'2'3'4'5'6'

Naringenina78,242,0195,6163,395,8166,494,9162,7101,9128,9127,6115,1157,4115,1127,6 Apigenina155,5105,0153,2155,795,7154,9100,3152,0104,3122,7129,5117,3151,5117,3129,5m

.U'I
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a C-B y 0-6 rBSpectivamente, ya que uno está 9529 y otro para al 0H-5,_ligado

por puente de hidrógeno al carbonilo de Cad.

La introducción de hidroxilo en C-5 afectará tambien los carbonos del anillo

C, porque conpromete al carbonilo de 0-4. Esto provoca protección de los carbo

nos 9529 al carbonilo (C-3 y C-lO) y desprotección de los meta (0-2 y 0-9). Los

carbonos 9 y 10, comunes a los anillos A y C, sufren además, el efecto que pro

duce la presencia del DH-S,sobre el anillo A.

En 5,4'-dihidroxiflavona (Tabla 9), sólo el anillo B difiere del de la 5-hi

droxiflavona. El C-4',oxigenado, aparece a 161,7 ppm, y los carbonos 9532, mg

ta y para sufren los desplazamientos conocidos para hidroxilaciones de sistemas

aromáticos (69). l

La metilación del DH-4' produce un ligero desplazamiento adicional del C-4'
a canpos más bajos y efectos de igual signo, y magnitud conparable, que los de

Ia hidroxilación, sobre los carbonos 9:39, meta y para.

En el eSpectro de 5,7,4'-trihidroxif1avona (apigenina) el anillo B se puede

asignar por analogía con el del conpuesto anterior sin dificultad. La señal a

104,3 ppmse asigna a C-lO, por correlación entre 2,6-dihidroxiacetofenona y

2,4,6-trihidroxiacetofenona. Por la introducción de un hidroxilo en C-7, en

5,4'—dihidroxif1avona, se espera y se observa un desplazamiento a campos más

altos (-13 ppm) para C-6 y C-8. Los carbonos oxigenados C-5 y 8-9 se desplazan

a canpos más bajos (+2 ppm) por efecto EEEÉy de este modo se asignan en el es

pectro. Los C-4' y C-2 no deben afectarse, y por lo tanto, la única señal que

resta asignar en esa zona es 164,9 ppm, que se adjudica a1 C-7 (Tabla 9).

La asignación de 5,7,3',4'—tetrahidroxif1avona (luteolina) se deduce de 1a

conparación de los espectros de 5,7,4'-trihidroxiflavona para los anillos A y C

y del ácido 3',4'-dihidroxicinámico para el anillo B. La coherencia es total y

la única ambigüedad,que es la asignación respectiva de las resonancias corres

pondientes a los C-3 y 0-10, se resuelve con un espectro de desacople parcial.
Con el mismo método de conparación compuesto a conpuesto, se observa que la

resonancia de los carbonos C-2 a1 C-lO, en flávonas con distintos grados de sus-t

titución en el anillo B, no se afecta por esos cambios; 1a asignación de los
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carbonos de este anillo, realizada por comparación con los correSpondientes á

cidos cinámicos y los efectos orto, meta y para e5perados para el nuevo sustitu

yente, resultaron correctos.

Flavonoles

Estos compuestos son Formalmentesghidroxiflavonas y 1a asignación de su e5pec

tro de l:3(3—F¡MNpuede lograrse, estimando los deSplazamientos eSperados por el re

emplazo de hidrógeno por hidroxilo en el C-3 del esqueleto de 1a correspondiente

Flavona. La conparación entre 3',4'—dihidroxif1avona y 3',4'—dihidroxiflavonol

(Tabla 10) ilustra este hecho. l
La mayoria de las señales se asignan por simple conparación con las de la Fla

vona correSpondiente. Pero aparecen dos totalmente deSplazadas, las que se atri

buyen a C-2 y 8-3, los más afectados por la hidroxilación en 0-3. De acuerdo con

los valores promedio esperados, el C-2 deberia desplazarse alrededor de 15 ppm

a canpos "ás altos y el C-3 aproximadamente 30 ppm a canpos más bajos. De las

dos señales deSplazadas, se asigna a C-2 la de campos más altos (147,7 ppm) y

se confirna por acoplamiento 13C-lH. La de canpos más bajos (138,1 ppm) se ad

judica a1 0-3.

Otros carbonos afectados por la introducción del ÜH-Bson los C-2' y CAS'.

Entre los carbonos del anillo B, se asigna 1a señal en 123,4 ppma1 C-l' , cuater

nario, por medio de experiencias de desacople parcial. La señal en 116;? ppm

se asigna a C-S', por Su carencia de acoplamiento meta en el espectro acoplado

al hidrógeno. Comolas señales de C-3' y C-4' (hidroxilados) se encuentran a cam

pos muchomás bajos, las dos señales restantes en esta zona se asignan a C-2' y

C-6' (116,3 y 121,7 ppmrespectivamente) y se observa que ambas han sufrido

una desprotección de alrededor de 2,2 ppm, por la introducción de hidroxilo en

c-a (Tabla 10).

En 3',4'-dimetoxiflavonol, se observan desplazamientos en 1a mismadirección,

pero de magnitud muchomayor. Probablemente, el efecto estérico de dos metoxilos

vecinos, provoca 1a desviación de las reglas de aditividad de los efectos 2539,

meta y para de este sistema aromático.
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El espectro de quercetina (5,7,3',4'—tetrahidroxiflavonol), puede asignarse

por conparación con el de 5,7,3',4'—tetrahidroxiflavona para el anillo A y el

de 3',4'-dihidroxiflavonol para los anillos B y 0.

Generalizando, la asignación del eSpectro de un Flavonol a partir del de la

fiavona con el mismoesquemade sustitución, puede lograrse fácilmente teniendo

en cuenta los efectos producidos por la introducción de un hidroxilo en 0-3: la

resonancia de 0-3 se desplaza +33 ppm, la de 0-2, —l7ppm, las de 0-2' y 0-6',

+2 ppm.

Flavanonas

Las diferencias en las resonancias de sus carbonos respecto a la correspon

diente Flavona son debidas básicamente a la saturación del enlace 0-2/0-3, que

suprime la conjugación entre los anillos A y B. Todos los carbonos se afectan en

alguna medida por esta razón (157), comose observa en la Tabla ll, en la compa

ración de los eSpectros de naringenina (5,7,4'-trihidroxiflavanona) y apigenina

(5,7,4'-trihidroxiflavona).
El carbonilo de 0-4 se desplaza a campos más bajos por que en el caso de las

flavanonas se trata de un carbonilo aislado. Los 0-2 y 0-3, no son aromáticos y

resuenan a campos muchomás altos, en las zonas esperadas (69).

DihidroFlavonoles

Su espectro es similar al de la correspondiente Flavanona, excepto en las re
sonancias de los carbonos del anillo 0. En el espectro de 5,7,3',4'—tetrahidroxi

dihidroflavonol ((+)-taxifolina), todos los carbonos del anillo A tienen despla
zamientos quimicos casi idénticos a los de naringenina; y si se consideran los

desplazamientos provocados por la introducción de un hidroxilo en 0-3', tambien

los del anillo B son muysimilares (157). Las señales a 83,] y 71,7 ppmse asig

nan a 0-2 y 0-3 reSpectivamente, observándose, para cada uno de ellos, desolaza

mientos de 5 y 30 ppm, reSpecto a la correSpondiente Flavanona. Los mismos resul

tan menores que lo esperado, hecho que se atripuye al puente de hidrógeno que

se origina entre el 0H-3 y el carbonilo de 0-4 (157).
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Chalconas

La asignación de sus carbonos se realiza a partir de los correspondientes nn

delos de acetofenonas y ácidos cinámicos, comparación conpuesto a conpuesto y

haciendo uso de las reglas conocidas de aditividad para los deSplazamientos por

sustitución en anillos aromáticos, de maneraanáloga a la que se describió para

otros tipos de flavonoides (69, 157).

Variaciones en la resonancia del carbono carbonilico (C-d)

Este carbono, que entre todos los de un flavonoide es el que resuena a caupos

másbajos, presenta resonancias notablemente diferentes según la naturaleza del

anillo C, es decir, según el tipo de flavonoide.

En las acetofenonas, por la conjugación con un anillo aromático, aparece entre

205 y 207 ppm (156). En flavona_ resuena a canpos mucho más altos (178,4 ppm),

ya que el carbonilo forma parte de la conjugación de toda la molécula.

La introducción de hidroxilo en C-5 y formación de puente de hidrógeno, hace

que resuena alrededor de 183 ppm. Por otra parte, en flavonoles que no poseen OH

5, se observa que, por efecto 9539, la presencia de 0H-3 provoca un desplazamien

to a campos más altos del valor de resonancia de c—a.En 5-hidroxiflavonoles,

en los que están presentes ambos grupos, el C-Aresuena alrededor de 177 ppm,

observándose una compensación de los efectos, con ligero predominio de la in

fluencia del 0H-3 (156).

En flavanonas, la saturación del enlace C-2/C-3 desolaza la resonancia del

carbonilo a campos más bajos, aproximándose al modelo de las acetofenonas. La in

troducción de hidroxilo en el C-3 de una flavanona, originando un dihidroflavonol,

no produce el efecto 9539 sobre el 0-4, porque en esta molécula el anillo C no
es aromático.

En todo tipo de flavonoide tiene gran inportancia en la resonancia del 0-4 y

de todos los carbonos del anillo C, la protección del ÜH-S,ya sea por metila
ción, acetilación o glicosidación. La resonancia del C—4aparece entre 8 a 10

ppma canpos nás altos, por pérdida de la interacción puente de hidrógeno.
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Glicósidos de Flavonoides

En el estudio sistemático de los espectros de 13C-RMNSe evidencia la utili
dad de esta técnica en la determinación de sus estructuras. En la mayoría de los

glicósidos de Flavonoides naturales, el punto de unión a la aglicona asi comola

clase y secuencia de los azúcares, puede determinarse por otros métodospero el

tamaño del anillo de cada azúcar, su forma anomérica y el punto de la unión in

terglicosídica quedan generalmente ignorados o indefinidos a menosque se uti

licen métodos quimicos. Estos datos pueden conocerse por medio de la asignación

de todas las señales del espectro de l3C,--F1MN.

Los desplazamientos quimicos de los carbonos de la aglicona se asignan como

se describió anteriormente. Los de los azúcares habian sido asignados para mo

nosacáridos y metilglicósidos (158, 159). Tambienexistia la asignación de dis

tintos glucobiósidos (166, 161). La porción glicosídica se estudió por compara

ción con estos modelos,y los glicósidos más conplejos se resolvieron comparan

do los espectros, con distintos conjuntos de señales calculadas para ellos, se

gún los desplazamientos e5perados, viendo cual coincidia mejor, haciendo,de ser

posible,el estudio de monoo diglicósidos más simples que constituyan parte de

la estructura (162).

i) Efecto de la glicosidación en las resonancias de los carbonos de la aglicona

Tomandocomoejenplo la glicosidación en el hidroxilo de C-7 de una aglicona

se observa que, en promedio, la señal del C-7 se desplaza 1,4 ppm a canpos más

altos, aconpañada por desplazamientos significativos a camposmás bajos de los

carbonos 2539 y para (C-6,8 y 10), de los cuales el más notable es el del 225;.

El miSmoconportamiento se observa por la glicosidación de OH-3, OH-3' y

DH-4'. Debe destacarse un efecto 2539 mucho mayor de lo esperado en C-2 de 3

0-glicósidos de Flavonoles.

En general, entonces, el metodopara determinar la posición de glicosidación

es la observación de las variaciones de resonancia del propio carbono y los car

bonos orto y para al mismo (162).
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La glicosidacion del DH-Sconstituye un caso aparte, ya que , además de los

efectos 9:39 y para mencionados, se producen variaciones en las resonancias de

los carbonos del anillo C, debido a la ruptura del puente de hidrógeno que exis

tia entre el carbonilo de C-a y el OH-5. Los C-2 y C-4 se desplazan notablemen

te a canpos más altos y el 0-3 a canpos más bajos, (162).

ii) Determinaciónde la posición y configuración de la unión interglicosidica

y tamaño del anillo de cada azúcar

Comose habia observado anteriormente (160), la glicosidación de hidroxilos

de un azúcar, produce un desplazamiento medible del carbono inplicado en la u

nión glicosidica. Asi, en rutinósidos, el 0-6 de la glucosa aparece entre 4,5

a 5,8 ppm a canpos más bajos que en glucosa y los carbonos vecinos sufren un

desplazamiento a canpos "ás altos, por ejenplo alrededor de 1,5 ppmpara C-S.

Cuandola glucosa es el glicosidante (por ejenplo en soforosa, que es una

g)(142) glucosilglucosa),'se observa un desplazamiento de aproximadamente8
ppm en el C-2 a campos bajos y una protección de alrededor de 3 ppm en el

vecino C-l (anomérico) . Estos valores grandes de desplazamientos son caracte

rísticos de 1a Ga-glucosidación.
Se observan en la Tabla 12, los efectos descriptos ejenplificados para al

gunos diglicósidos.

Por otra parte, las pautas para determinar la configuración de la unión gli

cosídica, están de acuerdo con las de los 0(—y Q>—metilglicósidos de azúcares

(163). Camose observa en la Tabla 12, los anómeros (3 tienen sus C-l desplaza
dos a campos más bajos que los anómerosci , excepto en L-ramnosa (163).

Finalmente, el tamaño del anillo que posee cada azúcar en un producto natu

ral, puede deducirse Fácilmente por 13C-RMN,por conparación con las resonancias

de metilglicofuranósidos y metilglicopiranósidos del mismoazúcar (158, 163).

ya que todas las resonancias se modifican al variar el tamaño del anillo

(Tabla 12).



Tabla12:Resonanciasdeloscarbonosdeazúcarenmonosacár‘idos,metilglicósidosyglicósidosdeFlavonoides

(8 C,ppm).(G=glucosa0galactosa,R=ramnosa).

1G2G3G4G5G6G1R2H3H4H5R6R

Metil-Q>—D—glucopiranosa104,374,276,970,676,961,4 Metil-K-L-r‘amnopir‘anosa101,971,071,373,169,417,7 Hesperetina-7-0-rutinósid0100,573,376,669,976,666,499,670,671,072,466,616,2 Naringenina—7—0-neohesperidósid096,076,777,270,177,060,6100,470,470,772,166,217,6 Canf’er‘ol-3-0-suf’or‘ósido(31,,":95,552,075,570,075,661,0

K?(1*?)glucosilglucósid0)Glu'=103,674,376,770,576,661,0
ul-L-ramnosa95,0-71,971,173,369,418,0 %-L-ramnosa94,572,473,872,973,118,0 MetiL-fi-{%9a1actopiranósid0100,569,470,670,471,663,3 Metil-o¿4D-galact0Furanósido103,177,475,552,373,753,a MetiL-É-0-galaqt0piranósid0104,971,873,959,575,252,1 Mail-Q-D-galact0Furanósido109,231,977,554,072,053,9

13

Tabla13:EfectodelaacilaciónenelespectrodeC-RMNdeglicósidosdeFlavonoides(Á.,ppm).

C

lG2G3G4G5G6GlR2H3R4H5H6R

Canferol-3-0-g1uc-7-0-ramn.101,574,376,570,376,661,298,970,370,571,870,017,5 Canfero1-3-0-(6"-Ü-aceti1)91uc'101,374,176,470,074,162,696,970,070,671,166,917,6

—7-0-ramn.

72
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iii) Determinaciónde la posición de acilación en glicósidos acilados

En un glicósido acilado, el carbono directamente unido al hidroxilo acilado

está desplazado a canpos más bajos, acentuándose esta diferencia cuanto mayor

carácter de atractor de electrones posea el acilante (152). Simultáneamentelos

carbonos vecinos se desplazan a canpos más altos (2-5 ppm), este desplazamien

to no se ve afectado por el cambio de acilo. Además,puede deducirse la identi

dad del acilante de SUSseñales en el espectro.

En la Tabla 13, puede observarse cómo la presencia de un acetilo en el ÜHAS

de glucosa en canFerol-3-0—(BZD-acetiljglucósido—7—O-ramnósido, comparado con

el conpuesto no acetilado,aFecta los C-ó y C-5 de este azúcar (162).

METODOS QUIMICOS APLICADOS A LA ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE GLICOSIDOS DÉ

FLAVÜNÜIDES

a) Hidrólisis ácida

Los glicósidos de Flavonoides se hidrolizan en medio ácido con mayor o me

nor Facilidad, obteniéndose, en la generalidad de los casos, la aglicona y los

monosacáridos conponentes. Ciertas uniones pueden ser algo más resistentes que

otras y a veces son posibles hidrólisis parciales, por ejenplo un monosacárido

y un glicósido más sinple de la aglicona. La mayor o menor susceptibilidad de

los glicósidos de Flavonoides a la hidrólisis ácida ha sido muyestudiada (164)

y depende de la naturaleza del azúcar, de la posición de la aglicona a la cual

está unida y el tipo de glicósido de que se trate (O-glicósido o C-glicósido).

Harborne (164) observó que la dificultad de la hidrólisis de ciertos glicó
sidos en ácido acuoso se basaba sobre todo en su insolubilidad en el medio hi

drolitico. Por ejenplo, luteolina-7-O-glucósido requería para su hidrólisis,

seis horas de calentamiento en SOaH230 % (165) y menos de una hora en ClH lN :
etanol,l:l (164). Por el contrario observó que los C-glicósidos no se hidroli
zaban ni aun con veinticuatro horas de calentamiento con su reactivo ácido clor

hídrico etanóiico ni habia enzima que hidrolizara azúcares unidos por enlaces
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carbono-carbono.

Estudió además las velocidades de hidrólisis aproximadas de O-glicósidos.

Los resultados muestran que el factor más inportante para determinar la veloci

dad de hidrólisis es la naturaleza del azúcar. Para monoglicósidos, los monosacá-;

ridos podrian ordenarse del siguiente modo,según su resistencia creciente a la

hidrólisis ácida: L-ramnosa=L-arabinosa; Ddglucosa aproximadamente igual a D

galactosa; ácido glucurónico. La resistencia a la hidrólisis de los O-glucuró

nidos es un hecho muyconprobado en hidrólisis de polisacáridos y saponinas con

residuos urónicos, y se deberia mása una conformación diferente de estos glicó

sidos reSpecto al resto, que a la existencia del grupo carboxilo en 0-6.
La posición de glicosidación tambien es importante, los 3-0-glicósidos se hi

drolizan más rápidamente que los 4'—Ü-glicósidos y estos más que los 7-0-glicósi—

dos, por lo que la velocidad Final de hidrólisis resulta de la combinaciónde

ambosfactores.

La naturaleza de la aglicona no influye; para un mismoazúcar y posición,

los resultados son conparables al variar la aglicona.

Los grupos acilo aromáticos, unidos a azúcares de glicósidos de Flavonoides,

aumentansu resistencia a la hidrólisis ácida (166).

Uncaso particular en la hidrólisis ácida parcial son los rutinósidos y neo

'hesperidósidos, ambos °(-L—ramnopiranosi1—Q-D-glucopiranósidos,t< 1+6 ycl 1+2
reSpectivamente. Por hidrólisis en ClHalcohólico, sólo se obtienen los glucó

sidos del Flavonóide comoproductos intermedios de hidrólisis a partir de los

neoheSperidósidos. Sin embargo, se describió (167) la obtención de quercetina-a

O-glucósidoyrhesperetina-7-Ü-glucósido a partir de rutina y hesperidina, por
tratamiento con ácido Fórmico en ciclohexanol hirviente.

b) Hidrólisis enzimática

La especificidad de las enzimas permite hidrólisis determinadas, de gran va

lor en el estudio estructural y en condiciones Suaves. Las enzimas son especifi

cas en mayor o menor medida al sustrato sobre_e1 que actúan, pero es más útil la

especificidad reSpecto a la configuración del C-l de ese azúcar, asi, Q>—glucosi—



75 \

dasa no tiene actividad apreciable sobreeí -glicósidos.

El ácido glucurónico, tan resistente a la hidrólisis ácida, se escinde con

facilidad y a temperatura ambiente, por tratamiento con la correspondiente G>—l
glucuronidasa.

De acuerdo con lo esperado (164) se observa que la velocidad de hidrólisis

de monoglicósidos es muchomayor que la de los diglicósidos. Esto permite hidró

lisis selectivas del monoglicósido, por ejenplo, en el caso de canFerol-BAO-sofo1

rósid0_7_0_glucósido , para dar el 3-0-diglucósido con buen rendimiento por tra-1

tamiento con G>—glucosidasa. En general se trata de enzimas gig, por lo tanto,
no hidroliza el enlace interno sin la escisión previa del azúcar terminal. Asi,

por ejenplo, una —glucosidasano actúa sobre quercetina-3-O-rutinósido (ruti

na) y sólo lo hace si previamente se utilizó(X -ramnosidasa para obtener quer

cetina-3-Ü-glucósido (164).

c) Hidrólisis alcalina

Fue un método tradicionalmente usado en el estudio de Flavonoides por méto

dos quimicos, cuando los métodos espectroscópicos no tenian el desarrollo ac

tual. En general consistía en la ruptura del anillo pirano central de Flavonoi—

de (anillo C) por fusión con hidróxido de potasio o calentamiento con álcali

diluido de dos a seis horas. Se obtenían los Fragmentos de los anillos A y B

comolas correspondientes acetofenonas y ácidos benzoicos en chalconas y Flava

nonas (168). En Flavonas, la digestión en KOH30-50 % durante algunas horas,

o en tubo cerrado con NaÜHalcohólico a 170°C o directamente la fusión con KÜH

a 220°Cdurante quince minutos, conducía a polifenoles, ácido acético y deri

vados del ácido benzoico, según la sustitución del anillo B (168).

Estas degradaciones han caído en desuso Frente a los métodos espectroscópi

cos, pero en 1963 Horowitz y Gentili (169) la utilizaron para demostrar la es

tructura de neohesperidosa, el disacárido de ramnosa y glucosa presente en los

glicósidos de Flavonoides amargos de Citrus. Se conocia ya, por ese entonces

la estructura de rutinosa, otro ramnoglucósidode flavonoides de Citrus. Neohes

peridina, un glicósido isomérico de hesperidina (hesperetina-7-O-rutinósido)
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era tambien un 7-0-ramnoglucósido de heSperetina. Tanto neoheSperidina comona

ringina, otro Flavonoide de Citrus, daban,por calentamiento con KOH20-25 % el

mismoramnoglucósido de Floracetofenona, cuya estructura Fue confirmada por

hidrólisis y metilación de los hidroxilos fenólicos. Ambasflavanonas estaban

glicosidadas en su OH-7,por el mismodisacárido distinto de rutinosa.

Una observación significativa era que los derivados de neoheSperidosa, como

se denominóa este nuevo disacárido, se degradaban suavemente y sin deglicosi

dación dando la. 4'—neohesperidosil-Floracetofenona, en cambio con los de ruti

nosa, era inposible aislar cualquier fragmento discreto que contuviese azúcar.

Una explicación de este conportamiento se basa (170) en la inestabilidad en

álcalis de glicósidos que tengan un hidroxilo trans a un grupo ariloxi adyacen

te (como en el caso del 0H-2 de glucosa en heSperidina y en los derivados de

rutinosa) que se desconponen dando un conpuesto l,2-anhidro (Fig. 25).

R .A ilo

DH_ E

R/Fi 25- °\ ñ 
__E;___- H DH

La estabilidad de los derivados de neohesperidosa da una clave acerca de su

estructura. Se sabia que si el 0H-2 estaba metilado, el desplazamiento no ocu

rría (170), por lo tanto, si el OH-2de glucosa en neohesperidosa estaba blo

queadopara la degradación alcalina, debia estar glicosidado por la ramnosa del

disacárido. Esta hipótesis demoStróser correcta en posteriores estudios por
metilación.

En 1967 se introdujo otra modificación al métodode degradación alcalina (171

realizándola en medio reductor, con amalgamade sodio. Es suave, aplicable a to

do tipo de Flavonoide y en cualquiera de ellos, para un determinado esquema de

sustitución se obtienen los mismosproductos,porque en todos los casos la reac

ción transcurre a través de la apertura reductiva del anillo C y posterior rup

tura de la dihidrochalcona producida, dando siempre poliFenoles para el anillo
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A y los correspondientes ácidos Fenilpropiónicos junto a los fenilpropanoles

para el anillo B. Todos estos conpuestos pueden caracterizarse Fácilmente por

cromatografía bidimensional en silicagel.

d)Hidrólisis del oligoggpárido comotal, a partir de un glicósido de Flavonoide

Se requieren procedimientos especiales para la ruptura selectiva del enlace

azúcar-aglicona, Frente al resto de las uniones glicosídicas. Esta reacción,

tiene interés comométodopreparativo de oligosacáridos y para las determinacio

nes estructurales de productos naturales.

Las hidrólisis ácidas controladas o las acetólisis se han usado en casos par

ticulares (l72,'l73) pero son métodosenpiricos, no sienpre exitosos.

Otros metodosprobados Fueron la reducción o hidrogenólisis, la ozonólisis

y el ácido bromhidrico en ácido acético glacial en glicósidos peracetilados.

La oxidación controlada con peróxido de hidrógeno es un método muyselecti

vo para la identificación del oligosacárido en ÜH-3de un Flavonol o antociana.

Fue aplicada por primera vez en 1932 (174) a la antociana malvina del malvón.

El método fue modificado en 1961 (175) y generalizado a los Flavonoles. No se

liberaban azúcares de otras posiciones, lo que permitía el estudio del de DH-3.

Bognár y Gross (176) describieron una técnica aplicable en modogeneral a

la ruptura selectiva de oligosacáridos en cualquier posición. El tratamiento

del glicósido acetilado con dicloro o dibromometil metil éter en presencia de

Clzgn produce el oligosacárido comohaluro del glicósido acetilado. Por ejemplo,

los heptaacetatos de metil y Fenil-Q>-celobiosa dan cloruro de hepta-Ü-acetil
0K —celobiosilo con rendimientos del 82 y 49 % respectivamente.

Al aplicar este métodoa glicósidos de Flavonoles, comoel acetato de ruti

na (quercetina-S-Ü-rutinósido peracetilada) se obtuvieron haluros de hexa-O

acetil-Qi —rutinosa , que por hidrólisis daban (177) hepta-D-acetilrutinosa.
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e) Análisis por metilación

Las hidrólisis inespecificas sólo permiten el estudio de la calidad y canti

dad de monosacáridos que glicosidan a un flavonoide. Otras propiedades del gli

cósido comoser 1a secuencia de los azúcares, la posición de la unión intergli

cosidica o puntos de ramificación, 1a naturaleza anomérica de cada conponente

y la posición de acilación, si se trata de un glicósido acilado, no puedende

terminarse a menosque la hidrólisis sea especifica en algún sentido, o que las

caracteristicas del glicósido natural se puedan "marcar" de algún modoprevia
mentea la hidrólisis ácida.

En cuanto a la primera de las opciones, comose discutió anteriormente, cuan

do un método de hidrólisis es eSpeciFico para alguna propiedad brinda informa

ción acerca de ella. Por ejenplo, las hidrólisis enzimáticas que son especifi

cas respecto a la configuración del C-l del azúcar que hidrolizan.

En cuanto a la segunda posibilidad, se desarrolló el estudio de la estructu

ra de hidratos de carbono por metilación exhaustiva de sus hidroxilos libres

Formandometil éteres que son estables frente a la hidrólisis ácida, de modo
que en el estudio de los productos de hidrólisis de un producto permetilado,

los hidroxilos metilados provienen de hidroxilos originalmente libres,y las po

siciones libres,de hidroxilos sustituidos en el compueStooriginal, teniendo

en cuenta las dos condiciones esenciales para que el análisis tenga valor: la

metilación completa y la minimizaciónde la demetilación durante la hidrólisis.

Métodosgenerales de metilación exhaustiva

La metilación de un polisacárido o de un glicósido, no es una reacción com

pleta en cualquier condición, requiere o un alquilante poderoso o la ionización

completa de los hidroxilos. Para lograr 1a metilación exhaustiva requerida en

un estudio por metilación, se aplicaron distintas tecnicas, perfeccionadas a

lo largo de los años por muchosinvestigadores.

Denham(178), Woodhouse(178) y Haworth (l70) utilizaron las repetidas reac
ciones con sulfato de metilo e hidróxido de sodio. A menudose obtenía sólo un
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producto parcialmente metilado, por lo que se ideó un métodoalternativo, debi

do a Irvine y Purdie (180), que consistía en el tratamiento con óxido de plata
en ioduro de metilo hirviente.

La tecnica de Purdie Fue modificada por KuhnÉt_gl. (181), llevando a cabo

la reacción en un solvente polar, NIN-dimetilformamida, en el que los polisacá

ridos y glicósidos se disolvian mejor. Comoel óxido de plata a veces causaba

degradaciones oxidativas de los glicósidos parcialmente metilados, modificaron

la reacción con el uso de QÉLQE)2o 3995. La reacción tambien podia llevarse a

cabo en dimetilsulfóxido, que es tambien muybuen solvente de glicósidos.
El mejor método de metilación Fue desarrollado por Hakomori (182) sobre es

tas bases. El conpuesto a metilar se trata con una base muyFuerte el anión di

mefilsulfinihgendimetilsulfóxido. La base se prepara agregando hidruro de so

gig al dimetilsulFóxido (183) y se agrega el conpuesto, tambien disuelto en di

metilsulfóxido, con agitación. En algunas metilaciones de polisacáridos (184 ),

han agregado el hidruro de sodio directamente a la solución en dimetilsulFóxi

do del polisacárido (Fig. 25).
Los hidroxilos de los azúcares se ionizan dando un polialcóxido que luego

reacciona rápidamente con ioduro de metilo. El tratamiento de la mezcla de reac

ción con ultrasonidos (185) Facilita la disolución del polisacárido o glicósi

do y la reacción Final con CHSI. De este modose puede realizar la permetila
ción en un solo paso. La etapa de la ionización total es algo lenta conparada

con 1a reacción posterior y debe dejarse algunas horas en contacto con la base

antes de agregar el ioduro de metilo(Fig. 26).

o
ll |I -— +

CH3—S-CH3 + HNa -—————¿ CH3—S-CH2 Na + H2

o — — H

Azúcar-OH + CH3—g—GHZ ———> Azúcar-U + CH3-8—CH3

8‘
_ —- H

Azúcar-UBH3 + I < _ I C 3

F'g. 26: Esquemade la metilación por la técnica de HaKomori.
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La limitación del método es evidente: no puede ser usado con conpuestos lá

biles a bases. En polisacáridos acetilados, los O-acetilos son conpletamente
reemplazados por O-metilo en las condiciones de la metilación de Hakomori(186)

mientras que en la metilación de Kuhn, la mayor parte de los acetilos permane

ce, pero en las condiciones de la reacción se promueve su migración (157). Los

otros O-acilos reaccionan de igual modoy se eliminan en la metilación de Hako

mori. Los hidratos de carbono con sustituyentes lábiles a bases, sin embargo,

pueden metilarse con diazometano-trifluoruro de boro etergtg_(188), pero la pre

sencia de un ácido de Lewis Fuerte y'un solvente no polar, limita la aplicabi
I

lidad de la reacción.

Modificaciones a los métodos clásicos de metilaciónJ para el estudio de com

puestos lábiles a bases.

Para poder estudiar compuestoslábiles a bases, por ejemplo glicósidos aci
lados, era necesario el empleo de un metilante poderoso que no requiriera un

medio básico Fuerte para la ionización de los hidroxilos.

El trifluormetanosulfonato de metilo, resultó un reactivo adecuadopara es

tos Fines. La alquilación con triFlatos (trifluormetanosulfonatos) habia sido

estudiada en 1973 (189) comprobandola gran capacidad metilante)/alquilante

de este reactivo en condiciones suaves, y comogrupo saliente de sistemas poli

ciclicos de otro modono reactivos, extendiendo asi el panoramade las reaccio

nes de solvólisis. Su gran reactividad con alcoholes de baja nucleofílicidad

Fue probada con 2,2,2-trinitroetanol; 2,2edinitro-1,3-propanodiol y 2-Fluor—2,2
dinitroetanol que no habían sido alquilados anteriormente ni en medioácido ni

en medio alcalino. Con un conveniente secuestrante de protones (92852 o ggaüae)
se obtienen rendimientos del 43 al 75 %.

El método Fue aplicado a la metilación (190. 191) y bencilación (191, 192)

de hidratos de carbono. Era necesario el agregado de una base para neutralizar

el ácido liberado, pero el uso de [303K2resultó insuficiente ya que se producía
anomerización por el ácido Fuerte. Otras bases orgánicas se N-metilaban con ra

pidez, por lo que Fue necesario el uso de una base inpedida como2¡6—diterbutil
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giridina, que no se metilaba por impedimentoestérico. Asi, la reacción de

un compuesto con trifluormetanosulfonato de metilo en diclorometano con esta
base comosecuestrante de protones, se completaba en aproximadamente dos horas

y media de calentamiento a 80°C en atmósfera de N2 (190, 191).
Esta reacción era limpia y completa pero restringida a hidratos de carbono

solubles en diclorometano o a los derivados acetilados o trimetilsililados de

los que no lo eran.

Unamodificación posterior (193) extendió las potencialidades del reactivo

a todo tipo de hidratos de carbono y glicósidos. Se buscaba un solvente de ame

plio poder disolvente, aprótico y que no disminuyera la reactividad del triFla

to de metilo. Solventes polares apróticos comola triamida del ácido hexametil

-fosfórico, el dimetilsulfóxido y la N,N—dimetilformamida,disminuian la reacti

vidad (194). Se probaron entonces, solventes apróticos con menor carácter donor

de electrones comotetrametilensulfona, carbonato de etileno y propileno,y fos

Fato de metilo (195) respecto a su capacidad de disolver hidratos de carbono

y mediar en la metilación. Se halló que el FosFato de metilo era un solvente

excelente para la metilación con trifluormetanosulfonato de metilo y 2,6-diter

butilpiridina y fue aplicado exitosamente en lipopolisacáridos de Escherichia

coli por reacción a 50°C durante dos horas, en condiciones suaves y en un solo

paso.

El único métodoalternativo para analizar la posición de un acilante fue des

cripto por Belder y Norrman(196) en 1968, en el estudio de 1a posición de los

sustituyentes de un dextrano parcialmente acetilado. Consistia en reemplazar

los grupos 0-acetilo naturales por grupos 0-metilo estables a la hidrólisis,

previa protección de los restantes hidroxilos con metil vinil éter.

Un antecedente de esta estrategia era el método de Bouveng (197, 198) que
consistía en proteger los hidroxilos libres por reacción con Fenilisocianato

en condiciones en que los acetilos eran estables y no migraban. A continuación

se realizaba la hidrólisis ácida selectiva de los acetilos, metilación de esas

posiciones, escisión reductiva de los grupos fenilcarbamoilo y Finalmente la

hidrólisis total de la cual resultaba una mezcla de azúcares metilados, de la
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que podia deducirse la posición original de los acetilos.

El métodopresentaba algunos inconvenientes debidos a lalinevitable desace

tilación en medio ácido junto con algo de despolimerización y pérdida de gru

pos fenilcarbamoilo (199). Ademásla ruptura reductiva de los grupos Fenilcar

bamoilo conducía a cierto grado de demetilación (199).

El uso de los metil vinil éteres como grupos protectores, simplificó y

acortó el métodoy subsanó sus desventajas. La reacción de vinil éteres con

alcoholes da mezclas de acetales que son estables en medio básico y muyFácil

mente hidrolizables en medioácido (196) (Fig. 27).

Los intentos para sustituir completamenteO-acetildextrano, usando2,3-dihi

dro-4H-pirano, metil vinil éter o etil vinil éter en dimetilsulfóxido con ácido

p-toluenSUlfónico comocatalizador, no tuvieron éxito, quizás porque con este

procedimiento ocurría algo de hidrólisis de los grupos acetales durante la pre
cipitación en agua pese a los intentos de evitar la acidez. Sin embargo, si el

producto se aisla por Filtración por gel en ausencia de agua, se obtiene la se

paración cuantitativa del derivado de los productos de reacción de bajo peso

molecular y de los restantes reactivoSFLLa desacetilación se realiza con metóxi

do de sodio en metanol y la metilación puede realizarse por cualquiera de los

métodos descriptos en mediobásico. La hidrólisis ácida total produce en el ca

so del O-acetildextrano, una mezcla de D-glucosa y de sus metil éteres (195)

(Fig. 27).
Comose observa en la Fig. 27 para la conparación entre los métodos de meti

lación directa y el métodorecién descripto que utiliza la protección de los

hidroxilos libres con metil vinil éter, los productos Finales de un mismopoli

sacárido o glicosido por ambosmétodos tienen la distribución exactamente

opuesta de posiciones libres y metoxiladas, excepto en el caso del punto de

unión interglicosidica, que resulta en un hidroxilo libre en los productos de

ambassecuencias. En el esquemade metilación_directa,los hidroxilos original

mente acilados quedan libres, mientras que en el métodoalternativo, las posi

ciones metiladas del producto Final indican las posiciones originales de acila
ción.
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Fig. 27: Compañaciónde los productos obtenidos a partir de una unidad acilada

de un glicósido por los dos métodos usados con sustituyentes lábiles a bases.



f) Estudio de los productos de hidrólisis dEl glicósidogy de sus derivados

Aglicona

Se aisla de la mezcla de hidrólisis por extracción con solvente y, libre de

los azúcares, se puede conpletar su estudio si fuera necesario. La polaridad

de la molécula disminuye mucho. En su espectro UVse observa la aparición de

los efectos de un nuevo hidroxilo, que probablemente produzca desplazamientos

con alguno de los reactivos (139). El espectro de masas y de 1H-RMNresultan

más fáciles de interpretar y el de 13C-RMNpresentará los mismosdesplazamien

tos, aunque en sentido inverso,a los causados por la glicosidación del hidroxi

lo hidrolizado (162).

Azúcares

Permanecenen la fase acuosa de la extracción de la aglicona. La identifica

ción inequívoca de cada uno de ellos, tanto entre los productos de la hidróli

sis ácida directa total o parcial, comoen los productos de la hidrólisis del

compuestopermetilado, permite conocer.1a cantidad y calidad de azúcares, la

secuencia de los mismosen un oligósido, la posición de las uniones interglico

sídicas, asi comotambien el punto de ramificación en trisacáridos ramificados,

y, Finalmente, la posición de acilación, si existe en el producto natural.

Desde hace muchosaños, se utiliza la cromatografía de partición para hidra

tos de carbono (200), asi comolas técnicas de cuantificación de azúcares por

reacciones químicas (201). Pero en los últimos años, con el avance de la croma

tografía gaseosa y el desarrollo de fases adecuadas, se halló un métodomás sen

sible y exacto de conparación, identificación y cuantificación de los azúcares

productos de hidrólisis.

Para aumentar su volatilidad, los monosacáridos deben derivatizarse comosus

acetatos o trimetilsililéteres. Las mejores separaciones de estos derivados se
obtienen en columnas de succinato de butanodiol o de polifeniléter comofases

(186). Comoluego de la hidrólisis, los azúcares llegan a la mezcla de equili

brio de los anómeros en C-l, se obtienen dos picos por azúcar. Este hecho, que
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puede ser de ayuda en mezclas simples, es una desventaja en mezclas conplejas,

por lo que se desarrolló el estudio de los azúcares comosus alditoles acetila

dos por cromatograFia gaseosa. Asi, por reducción, se obtiene un solo derivado

por azúcar. Sin embargo, este método no Fue posible hasta la introducción de

una nueva Fase para cromatografía gas-liquido, que permitiera la buena separa

ción cromatográFicade los alditoles acetilados y los acetatos de alditoles par
cialmente metilados. Esta Fase era un copolimero de nitrosilicona y poliéster(202)

llamada ECNSS-M.Los pocos alditoles que no se separan en ella, pueden separarse

en otra Fase desarrollada para alditoles, 08-138, Fase de poliFeniléter;

La identiFicación de los alditoles acetilados puede obtenerse por comparación

con alditoles testigos en cromatograFia gas-liquido, o por comparación de sus

tiemposde retención relativos al l,5-diacetil-2,3,4,6—tetrametilglucitol que

están tabulados para los alditoles acetilados (203) y para los acetatos de aldi

toles parcialmente metilados (186), o bien por 1a interpretación de sus eSpectros

de masas (186, 204), sobre todo de los alditoles parcialmente acetilados y meti
lados.

En eFecto, la tabulación de los datos.de espectrometria de masas para aceta

tos de pentitoles, hexitoles y 6-desoxihexitoles con distintos grados de metila

ción demuestra cómopara cada esquema de sustitución se obtiene un único espec

tro de masas (204) que en conjunto con el dato de tiempo de retención relativo

a l,5-diacetil-2,3,4,6—tetrametilglucitol y el conocimientoprevio de la conpo

sición cuali y cuantitativa de los azúcares presentes, oFrece, en casi todos los

casos suFiciente evidencia para la caracterización inequívoca.



CAPITULO IV

ALCALOIDES



PARTE l: FENETIEAMINAS‘

INTRODUCCION A LA FAMILIA DE COMPUESTOS

Las Fenetilaminas, son aminas simples con el esqueleto básico de 2-Feniletil

amina (Fig. 28), que presentan actividad fisiológica en el hombrey animales

superiores, y se hallan distribuidas en gran númerode Familias vegetales (205).

R, R': H, CH3 o -COR.

R": H, CH3 u OH.

R R = H, OH o 0H30—.1' R2’ 3

Fig. 28: Esqueleto básico de las Fenetilaminas.

Su distribución puede tener inclusive, algún interés quimiotaxonómico,por

que ciertos conpuestos relacionados aparecen caracteristicamente en determina

das Familias vegetales, por ejenplo las Hutáceas, donde se han identificado

Fenetilaminas N-aciladas con ácidos aromáticos (205), las Gnetáceas, con su gé

nero Ephedra de donde siempre se ha aislado efedrina ( 20, 205), mientras otras

Familias comolas Leguminosas y especialmente las Cactáceas (205,206 ), se ca

racterizan por la gran diversidad de estructuras de Fenetilaminas aisladas, con

distintos tipos de sustituciones en el anillo aromático, el nitrógeno o los me

tilenos (Fig. 29).

Por otra parte, los miembrosmássencillos de esta familia, la G?—feniletil
amina, la 4-hidroxifenetilamina (tiramina), la N-metiltiramina y la N,N-dimetil—

tiramina (hordenina) (Fig. 29), se encuentran solas o en conjunto en gran can

tidad de especies de distintas Familias vegetales; Gramineas, Leguminosas, Ro

sáceas, Lorantáceas, Solanáceas y además en algas y hongos (205).

La razón de SU importancia y lo que ha impulsado su estudio, es su actividad

Fisiológica. La hormonaadrenalina y los transmisores del sistema sinpático (207



87

R=Hl=HzaHQ-Feniletilamina

R: :R = I .

m OH,R12H tlramlna
R N R: OH, R1=H, H2: CH3 N-metllfilramlna/ \

R H H: R =R = H '
J 2 OH, 1 2 C 3 hordenlna

OH

HÜm HÜ ,NH NH-R
H0 2 H .

dopamina R: CH3 adrenalina
R: H noradrenalina

_ . NH
NH CH3 CHSÜ 2

efedrina .mezcallna

Algunas Fenetilaminas aisladas de Hutáceas.

R=H'=H = H, R =-COC H N-benzoiltiraminaR' 1 2 6 5

R =— H
N 2 COCG5 tembamida

R0 // \\
R R l

2 l R: CHS, H = OH, R1: H

= — — H: H- '
R2 C0 C C C6H5 aegellna

Fig. 29: Algunos ejemplos de Fenetilaminas aisladas de vegetales.
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HO 2

DCPA

HÜ

H0 NH2

¿(/////// tiramina ,' CH,OI JUï
H0 3 H0 HÜ NH2

N-metiltiramina 3-metoxitiramina

H0 NH21
NH2JH[ 30H0 N((34:92 CH30

hordenina 3,4—dimetoxiFeneti1amina

HI NH2

+ R-CHO (H: H o CH3)

OH

CH D l
3 H

C 3Ü

NH NH
HO 2 H

ÜCH

ÜH R

HC 30 Tetrahidroisoquinolina:

NH

CH30 2

mezcalina

Fig. 30: Esquemabiosintético de Fenetilaminas en Cactáceas (210, 211, 212).
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noradrenalina y dopamina (Fig. 29), son Fenetilaminas hidroxiladas llamadas en

conjunto catecolaminas por presentar dos hidroxilos Fenólicos en posición 9539.

Se las ha aislado tambien en grandes cantidades, de ciertas especies vegetales

de las familias Portulacáceas, PasiFloráceas, Musáceas,etc. (20, 205).

Muchasfenetilaminas presentes en plantas comestibles provocan alteraciones

orgánicas en seres humanosy animales, por ejemplo, entre otras, la N-metilti

ramina, presente en especies de Acacia, produce migrañas en el hombre y ataxia

en animales (208),y la mezcalina, conocido alucinógeno, en el cactus Lophophora

williamsii,cuyo nombre comúnes el peyote (209).

Las Fenetilaminas derivan biosintéticamente del aminoácidotirosina tenien

do a la dopamina como intermediario, comoha sido demostrado en varias especies

(210, 211) (Fig. 30) y a su vez, son precursores biosintéticos de las tetrahi

droisoquinolinas, con las que coexisten en las Cactáceas (212, 213). Ciertas

plantas sintetizan y degradan luego determinadas fenetilaminas en una etapa de

su crecimiento, y se ha estudiado en ellas el catabolismo de estos alcaloides

(214). Tambiense han aislado comoproductos naturales, algunos compuestos de

amoniocuaternario derivados de las Fenetilaminas (20, 215)(Fig. 31).

Candicina

HO Ï(CH3)3

HÜ

H: H, Corineina

no 21(CH3)3 R: CH3, Salicifolina

e-Feniletiltrimetilamonio
HÏ(C 3J3

Fig. 31: Algunos ejemplos de compuestos de amonio cuaternario derivados de
fenetilaminas.
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METODOS ESPECTHÜSCOPICÜS APLICADOS A LA ELUCIDACIDN ESTRUCTURAL DE FENETILAMINAS

a) Espectrometria de masas

El espectro de masas de las fenetilaminas es sencillo de interpretar y de

gran ayuda para la elucidación estructural (216).

El ión molecular no es intenso, en general del l al 5 % del pico base, pero

siempre visible. El Fragmentoprincipal proviene de la ruptura homolitica entre

los carbonos Ñ y Éal nitrógeno (Fig. .32). El fragmento nitrogenado es usualmen
te el pico base e indica si la amina en estudio es primaria (m/e 30), secunda

ria (m/e 44) o terciaria [m/m58). El fragmento correspondiente al anillo arof
mátióo es un catión bencilico(I), originado por una ruptura heterolitica, de

cuya masa puede deducirse la sustitución aromática. Por un reordenamiento de

McLafferty del ión molecular se obtiene el ión (III) (Fig. 32). Este ión se

produce en aminas primarias y secundarias, pero no en las terciarias en las que

el único correspondiente a la porción aromática es el catión bencílico (216).

R ión I

/
\Ij(‘ ——-—% ' H iónIII

R" HII

Fig. 32: Hupturas de Fenetilaminas en espectrometria de masas.
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En ciertos casos,se,observan ademáspicos provenientes de las pérdidas de

los sustituyentes aromáticos, por ejenplo pérdida de 15 umade un metoxilo aro

mático. En caso de existir un hidroxilo en posición Q3al nitrógeno se observa
la pérdida de agua del ión molecular comose ejenplifica a continuación para

sinefrina (217)(Fig. 33).

H _-]+. -___]+.

_ \\\
H Ü a

H NH-CHa H NH-CH‘3

M+ 157 m/e 149

Fig. 33: Ión originado por deshidratación en sineFrina (217).

En los productos N-acilados y en las amidas naturales derivadas de Fenetil

aminas, hay una Fragmentación tipo McLaFferty con transferencia de un hidróge

no hacia el carbonilo amidico, dando un ión tipo estireno, además de la ruptu

ra Ksmencionada (218)(Fig. 34).

";ï]+. ¡+

HJr
NH \

R' R' ión IV

Fig. 34:_Reordenamiento tipo McLafferty en Fenetilaminas N-aciladas.

La combinación de la espectrometria de masas con la cromatografía gas-liqui

do, Facilita aun más la caracterización de estos alcaloides en mezclas.

Unatécnica conveniente para el análisis de pequeñas cantidades de fenetil

aminas no Fenólicas es la eSpectrometria de masas de sus dansil derivados (219).

Las amidas formadas por reacción con este conpuesto (ácido-5-dimetilamino-l-naf

'talensulfónico)son separables por cromatografía;los derivados presentan intensa
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fluorescencia a la luz ultravioleta de onda larga. Estos derivados se habian

usado extensamente en la determinación de aminas (220) y aminoácidos (221) en

sistemas biológicos conplejos y se aplicaron en la determinación de pequeñas

cantidades de Fenetilaminas vegetales por espectrometria de masas de los deri

vados separados por cromatografía preparativa bidimensional (219) .

“(CH3)2 m e 234

ión V

17
m/e D H: H o CHfl

(3::m

zÏ
\ ión I
R

Fig. 35: Principales Fragmentosde derivados dansilados de Fenetilaminas.

Los espectros de masas de los derivados dansilados presentan rupturas análo

gas a las Fenetilaminas correspondientes (Fig. 35). El ión molecular presenta

en todos los casos una intensidad del lO hasta el 60 %del pico base. Este úl
timo corresponde en todos los casos a m/e 170 y es debido a la porción del dan

silo al igual que otros iones que tambien aparecen a 234 o 235, 186, 168, 154,

127 y 115. El ión aromático correspondiente a la rupturam %>(I) se observa tam
bien con buena intensidad (20 al 70 %). La parte nitrogenada está en Forma de

dansilamida (ión V) y corresponde a m/e 263 para aminas primarias y m/e 277

para las secundarias, con intensidades relativas del lO al 30 %. En la Tabla 14

se observan algunos ejemplos (219).

(CH3)2

m/e

R: H 263

+ R: CH3 2770:5-NZCH2 '
|| I Ión v (Tabla 14)
O H '
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Dansilderivadode (219) L lo'n_V Ruptura
Q5—Feniletilamina 354 (43) 253 ( 9) 91 (14)

N-metilfenetilamina 355 (54) 277 (23j f 91 (11)

.Á-metoxifenetilamina 354 (55) 253 (la) 121 (55)

N-metil-d-metoxifenetilamina 395 ( 5) 277 (31) 121 (25)

3,4-dimetoxifenetilamina 41Á (19) 263 (21) 151 (76)

N-Me-3,4-dimetoxifenetilamina 428 (10) 277 (26) 151 (24)

Mezcalina 444 ( 7) 253 (21) 151 (75)

N-metilmezcalina 455.( 9) 277 (25) 151 (24)

Tabla 14: Rupturas de diagnóstico en dansil derivados de fenetilaminas (m/e)

Otro tipo de derivado-, usado especialmente con Fenetilaminas inestables y

con pobres propiedades cromatográficas en cromatografía gaseosa, comopor ejem

plo las catecolaminas, son los derivados trimetilsililados y los N-triFluorace

tilados-O-trimetilsililados (222). Estos últimos sobre todo, resultaron ser más
estables que los primeros y dieron mayor información en sus espectros de masas.

La sililación y triFluoracetilación es una técnica sencilla desarrollada por

Donike(222, 223). El reactivo sililante es N-metil-N—trimetilsililtrifluorace—
tamida y el acilante , N-metil-bis(trifluoracetamida). La técnica de derivati
zación puede aplicarse sobre sales de bases sin necesidad de liberarlas y los

derivados, que son bastante estables protegidos de la humedad,presentan muy

buenas propiedades cromatográficas.

En cuanto a sus espectros de masas, que se pueden realizar directamente o

acoplando el espectrómetro al cromatógrafo gaseoso, presentan una diferencia

sustancial entre los dos tipos de derivados mencionados. Ambosposeen el ión

m/e 73, pico base en la mayoria de los casos; los iones moleculares no siempre

se observan, siendo más comúnencontrar el M-15)+'. Sin embargo, los derivados

N,O-trimetilsililados retienen la carga en la porción nitrogenada, despues del

inpacto electrónico y 1a ruptura e, , perdiéndose muchasveces la información
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acerca de la sustitución del anillo aromático, mientras que, los derivados

N-trifluoracetilados-D-trimetilsililados, retienen la carga en la porción ben

cilica, que es un Fragmento de 70 a 100 % de intensidad. Esto, que permite de

ducir la Sustitución aromática, tambieh indica por diferencia del M+o del
+.

M-lS) , la sustitución sobre el nitrógeno N-trifluoracetilado (224).
. l

b) ESpectrogEopia de H-BMg

Los distintos protones de una Fenetilamina resuenan a camposmuydiferentes

por lo que su espectro de 1H-HMNes, en general,de Fácil interpretación.

De las señales de la zona aromática surge sd esquemade sustitución, depen
diendo el desplazamiento quimico de la naturaleza del sustituyente y las cons

tantes de acoplamiento de los protones, de las posiciones sustituidas (51).

Los metilenos aparecen a campos más altos, comodos cuartetos couplejos

constituyendo un sistema AA'BB' que apareceran más o menos separados según

el desplazamiento quimico que produzca su entorno. El metileno d_al nitró

geno aparece entre 2,8 y 3,0 ppmen bases libres y entre 3,0 y 3,5 ppm en

sales (51). La presencia de hidroxilo o metoxilo en el metileno G produce los
correspondientes cambios en desplazamiento quimico, integración y Forma de la

señal del protón bencilico (217) (Fig. 36).

Los metilos unidos al nitrógeno aparecen comosinguletes alrededor de 2,4 pp

en las bases libres y 2,7 ppmen las sales (51). Los protones unidos a nitró

geno aparecen en zonas variables y comolos hidroxilos Fenólicos y alcohólicos

se intercambian con D O. Los metoxilos aparecen comosinguletes entre 3,7-3,9
2

si son aromáticos y alrededor de 3,2 ppmsi son alifáticos (51) (Fig. 36).

ppm ppm

a: 2,48 (s) 3H : 3,88 (s) 3H

b: 2,80 (m) 2H : 3,91 (s) 3H

c: 3,29 (s) 3H : 4,32 (dd) lH
6,91 (m) 3H

1
Fig. 36: Datos de H-HMNde una Fenetilamina (225).
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PARTE 2 : ALCALDIDES DEL TRCPANO

INTRODUCCION A LA FAMILIA DE COIEUESTÜS

Pese a no ser este el único grupo de bases que se encuentran en las Solaná

ceas, el término "alcaloides de las Éolanáceas“ ha quedado restringido a los

alcaloides del tropano. Tal es su importancia histórica y Farmacológica, por

una parte,y Fitoquimica por otra, ya que no hay tribu ni subtribu de la que

no se hayan aislado este tipo de alcaloides (3,20).

Estos conpuestos consisten en un amino alcohol biciclico, formado por 1a ci

clación de una base pirrolidinica entre sus dos carbonos directamente unidos

a1 nitrógeno, resultando un anillo de siete miembros. Su precursor biogenético

es la higrina (226, 227)que, comose observa en la Figura, lleva en si, todos

los carbonos de un núcleo de alcaloide del tropano (Fig. 37).

7 l

w: _CH1 N'TH""‘OH
N

CH 5 5 4
3

higrina tropina

- Fig. 37

Esta, a su vez, deriva biogeneticamente de la ornitina (228, 229) (Fig. 38) y

ha sido demostrado en varias especies (226-228 ) que es el precursor de todos

los alcaloides con núcleo pirrolidinico.

Estos alcaloides tan distribuidos en las Solanáceas, tambien se han encontra

do en generos de las familias Convolvuláceas (género Convolvulus) y Eritroxilá

ceas (género Erythroxylum) (20) . En cada uno de estos géneros los alcaloides

cuentan con una caracteristica que los distingue, por ejemplo en Convolvulus,

la esterificación de los alcaloides del tropano con ácido 3,4-dimetoxibenzoico
y en Erythroxylum, son caracteristicas la ecgonina (2-carboxitropina) y sus

ésteres, de los cuales la cocaina (el éster metilico de la benzoilecgonina) es

la másconocida por sus propiedades anestésicas(230).



CUÜHa”?
NH NH

_ 2 / NH .
putresc1na CH3_ 2 (f-N-metfl

i ornitina
J

ÜNHZ
:

/ \
N KK/// N-metilputrescina

COD“ -// CH CÜCH cose A

ácido // l Ñ 3 2 °
nicotinico '\\ I acetoacetil CoenzimaA

CH3 A

T

CH3 COSCoA

(marca en sólo uno de los C «¡al N)

nicotina Z/ (228)

‘ ¿Í;;:j>\\\//J1\\

CH3,;>=\\s
, - cuscohigrina

troplna E tropinona +’/
_ N .

DH o l (F19. 3)
CH

Fig. 38: Esquemabiosintético de alcaloides con núcleo pirrolidinico a partir

ue ornitina (229).
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Las bases del tropano más conocidas han sido aisladas de las Solanáceas y

tienen un hidroxilo en 0-3, en posición °< (tropina) o este Sustituyente más

un epóxido entre 0-6 y 0-7 (escopina). Su actividad Farmacológica la presentan

cuando están esterificadas con el ácido trópico (Fig. 3) y estos conpuestos han

recibido el nombrede hiosciamina (o atropina para el racemato en 0-3) y esco

polamina, respectivamente. Se encuentran en cantidades muyimportantes en cier

tos géneros de Solanáceas, de los que se las aisla industrialmente con Fines

farmacológicos, por su acción parasinpaticolítica. Algunosde sus derivados son

conocidos antiBSpasmódicos (230).

Pero ademásde estos conpuestos, se ban aislado otras estructuras de las

Solanáceas. Respecto del núcleo tropano, se encontró en casi todos los casos

el conpuesto análogo de la serie nortropano, o derivados de tropina con la con

Figuración Q? en el hidroxilo de 0-3 (pseudotropina), o bases hidroxiladas en
posiciones 3 y 6 (valeroidina) o en 0-3, 0-6 y 0-7 (teloidina) o hidroxiladas

en 0-3 y 0-7 y metoxiladas en 0-6 (meteloidina) (Fig.39). Ademásde hallarse

libres o esterificadas con ácido trópico,se las ha encontrado esteriFicadas con

una gran variedad de ácidos (en distintos'hidroxilos del núcleo o en todos ellos)
Fórmico,acético, butirico, isobutirico, valerico, isovalerico, tiglico, sené
cico,ange1ico , benzoico, cinámico, atrópico, etc.

R10 1

\ 3|
NH OH N—0H3 _ “mÜH

H0 5
Nortropano

H = H Teloidina

HQ\ 1R = 0H Meteloidinal 3

ll|llll H
N"-CH3 O

Valeroidina

Fig. 39: Otros esqueletos base de alcaloides del tropano.
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METODOS ESPECTRÜSCCPICÜS APLICADOS A LA ELUCIDACION ESTRUCTURAL DE ALCALOIDES

DEL TRÜPANÜ

a) Espectrometria de masas

La estructura de estos alcaloides aliciclicos, con Función aminoy Funciones
oxigenadas, hace que estén Favorecidas las rupturas caracteristicas en espectro

metria de masas. El primer estudio sistemático, sobre conpuestos no esterifica

dos, Fue realizado por Blossey, Fodor, Ühasi, Budzikiewicz y Djerassi en 1964

(231) demostrando que para estos conpúestos tambien resultaban válidas las re

glas de fragmentación conocidas y asignando las.estructuras de los principales

iones, confirmadas por deuteración.¿

Se observa en la Fig. 40, ejenplificado para tropinona (216, 231), el esque

made rupturas a partir de la fragmentación primaria, entre los carbonos o¿ y

(É al nitrógeno. Este proceso está altamente Favorecido, dada la estabilización
de la carga positiva obtenida en la Formacióndel ión de nitrógeno cuaternario,

por participación del par de electrones no conpartido de este átomo. El ión a

m/e 82 (VI) resulta el pico base y proviene de la porción pirrolidinica, aun

que tambien es inportante el ión m/e 110, correspondiente al piridinio (III).

En los espectros de masas de todos los alcaloides del tropano puede detectar

se con Facilidad el ión molecular, aunque lo habitual es que su intensidad no

—sobrepaseel 20 %. Otro ión característico aparece a m/e'42, representado por

CHá-¡GE[}ly está presente con abundancia en todos los alcaloides del tropano
N-metilados.

Cuandoaumenta la sustitución, por ejenplo en los carbonos 6 y 7, el proce

so primario más Favorecido es la ruptura entre el carbono b< al nitrógeno y

el carbono Funcionalizado. Esto hace variar las abundancias de los iones, pre

dominandolos de la porción piperidinica (Fig. 40, iones I, II y III) (231).

Cuando el C-3 está hidroxilado, como en el caso de tropina, el ión moleCular

exhibe una pronunciada perdida de 17 uma (MFOH)en m/e 124. Aparte de este ión,

el resto de las rupturas encuadran dentro del esquemade la tropinona. Asi, la
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, tropinona

5//6

+N-CH

m/e 83

0'!+

T
CH

J
3 }4“\\\ Q 4

m/'e 110 III 3

+

m/e 42 CH3-—NECH

Fig. 40: Principales Fragmentaciones de tropinona.
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pérdida de los C-6 y C-7, con o sin transferencia de hidrógeno, conduce a los

iones m/e 112 y 113, respectivamente análogos a III y II, generando este últi

moel ión m/e 96, por pérdida de hidroxilo. Los Fragmentos de la porción pirro

lidinica se encuentran sin cambio y otra vez m/e 82 es el pico base (231).

El espectro de la ecgonina presenta las mismascaracteristicas salvo las pér

didas de 44 y 45 umadel ión molecular debidas a la presencia del carboxilo.

Los picos más importantes del espectro de 6 Q>-metoxitropina son 113 y lla-DH
(m/e 96) que comose dijo anteriormente derivan de la porción piperidinica, por

perdida de los 0-6 y G-7. El eSpectro de teloidina (6,7-dihidroxitropina) tie
ne los mismospicos principales (231)}

De lo dicho anteriormente, surge que por espectrometria de masas se puede

caracterizar un conpuesto comoperteneciente a los alcaloides del tropano y aun

dentro de una subclase dentro de esta familia de conpuestos.

La esterificación de los hidroxilos conplica un poco más el espectro, pero

tambien puede obtenerse mucha información. Dos pérdidas que siempre aparecen

son M-RCO)+y M-RCÜD)+,pudiendo inferirse de estas diferencias la naturaleza

del ácido esteriFicante, aunque, naturalmente, no puedan distinguirse ácidos
isómeros.

En Cuanto a las fragmentaciones del núcleo del alcaloide esterificado, se

encuentran Fragmentosanálogos a los descriptos, con la correspondiente diferen

cia de masadel acilo, que permiten caracterizar el tipo de alcaloide.

Por ejemplo, se puede distinguir Fácilmente entre 3 o(-—tigloiloxitropanu45 e; —ol

y 6 É —tigloiloxitropan-3 D(—ol , por sus respectivos iones II que son m/e 195
para el primero (232) y m/e 113 para el segundo (233) (Fig. 41).

H1: OH, 92: tigloilo X: m/e 195

RI: tigloilo, H2: OH X: m/e 113
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l
b) Espectroscopia de H-BMH

Ademásde la caracterización de los distintos protones del núcleo tropano

y de los sustituyentes, por sus desplazamientos quimicos, multiplicidad e inte-‘

gración, siguiendo las reglas generales de asignación (225), el estudio del es

pectro de lH-RMNde los alcaloides del tropano, permite hacer algunas deduccio

nes estereoquimicas. .

Primeramente, este metodofisico distingue entre las series de tropanol (I)

y pseudotropanol (II)(Fig. 42)q(234).

1

3

N-CH3 ""“'OH -CH3 Ü“

5 , 5

Tropanol (I) Pseudotropanol (II)

Fig. 42

La diferencia más caracteristica reside en la señal de resonancia del H-3,

un triplete a 4,05 ppmen tropanol y un quintuplete a 3,89 ppmen pseudotropa

nol. El métodode doble irradiación aplicado a hiosciamina (Fig. 3), permite

encontrar los desplazamientos quimicos ( 1,55 y 2,10 ppm) de los protones de

C-2 (o de C-4) y definir las constantes de acoplamiento de cada uno de ellos

con el H-3 (5 y 2 Hz). La señal del H-3 corresponde a la parte X de un sistema

AZBZXy los ángulos pueden obtenerse aplicando la ecuación de Karplus (235) o
la de Williamson (236). Eos valores de ángulos asi obtenidos, indican que el

ciclo piperidinico se encuentra en una conformacióncercana a la silla en hios
ciamina. En el caso de tropacocaina, que pertenece a la serie pseudotropanol,

el quintuplete que aparece a 5,26 ppmse analizó teóricamente comola parte X

de un sistema AZBZX,ya que el método de desacople no resultaba apropiado por

la poca definición y superposición con los metilenos de la señal a desacoplar.
El cálculo de las constantes y los ángulos indica que la conformación del ani

llo piperidinico es muycercana a la encontrada en hiosciamina, predominantemen

te silla en amboscasos y en todos los restantes estudiados (234).
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Se observan en la Iabla 15 los datos de desplazamientos quimicos de H-l, H-5.

y N-metilo, asi comode H-3 y el efecto de la esteriFicación sobre la resonan
cia de este hidrógeno.

M’ H-l YH-5. +53. N-t3H3
Tropanol (m) 3,08 ppm (t) 4,05 ppm 2,26 ppm

-Pseudotropanol (m) 3,17 ppm (q) 3,89 ppm 2,30 ppm

Atropina (m) 2,97 ppm (t) 5,00 ppm 2,18 ppm

Tropacocaina (m) 3,25 ppm (q) 5,27 ppm 2,32 ppm

Los metiností a hidroxilo de otras posiciones Se observan tambien separada

mente y sus constantes de acoplamiento permiten deducir la configuración del

carbono al cual están unidos.

Por otra parte, los ácidos esterificantes dan SUSseñales caracteristicas ya

sean aromáticos,a',(b-¿insaturados o alifáticos.
13

c) Espectrquopía de C-HMH

Noestán aprovechadas aun todas sus posibilidades en el canpo de los alcaloi

des del tropaho. Son necesarias aun la acumulación de datos de desplazamientos

quimicosde distintas estructuras, el perfeccionamiento de las técnicas y la

difusión de su empleo y se convertirá en la herramienta de elección para la elu
cidación estructural.

Wenkert, en 1974 (237) publicó un trabajo de recopilación de espectroscopia

de 13C-RMNde alcaloides. Observó que la simetría y la simplicidad estructural

de la mayoria de los alcaloides del tropano, lo hacian un grupo muyFácil de

estudiar por esta técnica y capaz de brindar información respecto a aspectos

sutiles de su estructura, por ejenplo, el análisis conformacional, máseficien
temente que cualquier otro método.

La estructura más simple corresponde al nortropano, en cuyo espectro de 130

RMNse observan cuatro señales distintas de las cuales, la de canpos más altos

correSponde al carbono‘x piperidinico y la de canpos más bajos a los aminometi
nos. Las restantes se asignan por conparación con los desplazamientos quimicos
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de los metilenos e) en los anillos de piperidina y pirrolidina y los efectos
esperados por el sustituyente o<a1quilo axial (69) (Fig.43). .

2514 54,7
25,0 27,2 29,0 32,9

NH 17 2
45.4 47,3 '

N

H H

Fig. 43
En estudios en tropano y sus derivados oxigenados, se pueden sacar conclusio

nes estereoquímicas acerca de la orientación del'Ñ—metiloy la configuración de

los carbonos hidroxilados. Respecto al primer punto, el pequeño apantallamiento

de C-2 y C-fl y el gran desapantallamiento de cds y C-7, indican que el grupo

N-metilo es ecuatorial en el anillo piperidinico (237). Las configuraciones epi

méricas, por ejenplo en el sustituyente de 0-3, dan diferencias en los despla

zamientos quimicos de los carbonos °(, Q>y en los del puente etano de 0-6 y C-7,

espacialmente cercanos, aunque con valores de diferencias más pequeños que los

esperados. Esto se debe al aplanamiento que adquiere el nócleo tropano en su

conformación más estable, comodemostró la difracción de rayos X, lo que dismi

nuye la diferencia entre el conportamiento 2522; y el ecuatorial (237). La hi
droxilación en una dada posición provoca un desplazamiento a canpos bajos de la

magnitud esperada y la esterificación una desprotección adicional de 4-5 ppm.
Los valores de resonancia de los carbonos del ácido esterificante se deducen

de la teoria simple de los desplazamientos quimicos. En la Fig. 44 se observan

los valores asignados al éster del ácido trópico de 1a tropina (hiosciamina).

24,8

Fig. 44: Valores de resonancia de los carbonos de hiosciamina (237).
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PARTE 3 : ACCION FARMACÜLÜGICA DE LOS ALCALOIDES DESCRIPTOS

Sistema nervioso autónomo Z neurotransmisores

El mecanismode adaptación del organismo a las necesidades internas o exter

nas variables, está regulado por el sistema nervioso. Este consiste en un sis 

tema nervioso central y periférico voluntario, que es sensitivo o motor y en un

sistema nervioso autónomo, involuntario y vegetativo, que a su vez consiste en

dos porciones antagónicas en su acción pero que en conjunto, se equilibran mu

tuamente para lograr la regulación: el Sistema simpático y el parasinpático

(230), y todos los órganos están inervados por ambos.

Si bien la transmisión del impulso nervioso es un Fenómenoeléctrico, el pa

so de la orden de neurona a neurona, no se realiza por contacto o continuidad

entre ellas sino a través del espacio sináptico, mediadopor la liberación de

moléculas pequeñas, los neurotransmisores, desde las vesículas que existen en

las terminaciones de una célula y que actúan sobre los receptores de la otra y

desencadenan despolarización en las membranasde esa segunda neurona, conti

nuandoasí la transmisión nerviosa de tipo eléctrico. Del mismomodose trans

mite la señal desde la última neurona del arco nervioso al órgano eFector.

Respecto a su morfología estos dos sistemas poseen dos porciones: la pregan

glionar y la postganglionar, que se inicia en un ganglio, una concentración de

los cuerpos celulares de las neuronas, mientras la primer porción se inicia en

la médulaespinal. Alli, en los ganglios se produce la sinapsis.

Para los dos sistemas el neurotransmisor preganglionar es la acetilcolina,

mientras que el postganglionarn continúa siendo la acetilcolina para el siste

maparasimpático, pero varia en el simpático, siendo la noradrenalina (207, 230)

Mientras la acetilcolina es un compuesto de amonioCuaternario, la noradrenali

na, al igual que la adrenalina y la dopamina (que tambien son secretadas por

otros órganos del sistema neuroendócrino y tienen matices de acción que sirven

en una regulación Fina),son Fenetilaminas, que por poseer dos hidroxilos fenó

licos en orto se denominan en conjunto catecolaminas.
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El hecho de que estos neurotransmisores sean moléculas nitrogenadas, expli

ca y justifica la acción fisiológica de muchosalcaloides, cuya estructura sea

de algún modosemejante a la del neurotransmisor y pueda interactuar con el co

rrespondiente receptor, ya sea conpitiendo por él con el neurotransmisor verda

dero o hasta bloqueándolo. Las drogas de estructura análoga a la del transmisor

pueden tener efectos de la misma índole que éste, de mayor o menor intensidad o

por el contrario pueden ocupar‘al receptor sin presentar acción, lo que anula

esa porción del sistema, en la medida en que esa ocupación sea irreversible.

Las drogas que actúan sobre el sistema nervioso autónomose han clasificado

(230) en:

a) Drogas adrenérgicas o simpaticomiméticas: se llaman asi a las drogas que ac

tuando sobre las celulas efectoras, producen los efectos del sistema sinpático.

b] Drogas bloqueantes adrenérgicas o sinpaticoliticas: son drogas que actúan

sobre las células efectoras inhibiendo la respuesta al transmisor sinpático,

sin suprimir su liberación. Otro tipo de drogas de efecto final semejante ac
túan impidiendola liberaciónde lascatecolaminas y para distinguirlas se las

denominasinpaticopléjicas. i 

c) Drogas colinérgicas o parasinpaticomiméticas: son las que en su acción pro

ducen efectos del sistema parasimpático, ya sea por semejanza estructural con

la acetilcolina o por inhibición de la enzimaacetilcolinesterasa, encargada

de degradar el transmisor.

d) Drogasbloqueantes colinérgicas o parasinpaticoliticas; actúan respecto del
sistema parasimpático, comolas drogas simpaticoliticas respecto del sinpático.

Comolos órganos están inervados por ambos sistemas antagónicos, el bloqueo

de uno de ellos se manifiesta en la expresión de una o varias de las acciones

del otro sistema sobre ese órgano.

En cuanto al sistema nervioso central, su transmisión sináptica tambien tie

ne lugar por medio de neurotransmisores, entre los que se cuentan principalmen
te la noradrenalina, la dopaminay la 5-hidroiitriptamina, aunque tambien se ha

observado la presencia de aminas en trazas, que modularian la respuesta (238).
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Acción farmacológica de las fenetilaminas

Las catecolaminas noradrenalina, adrenalina y dopaminaque son los transmi

sores del sistema nervioso sinpático tienen, por consiguiente, acción adrenér

gica o simpaticomimética (230). Mientras la noradrenalina se encuentra en cual

quier sitio en el que haya terminaciones sinpáticas, la adrenalina es escasa

fuera de la médula de la glándula suprarrenal, que es donde se encuentra la en

zima feniletanolamina-N-metiltransferasa, que la biosintetiza a partir de nora

drenalina (239).

Se halló que los receptores celulares de estas moléculas constan de dos por

ciones de diferentes acciones: a) los receptores alfa, responsables de las ac

ciones estimulantes (vasoconstricción y midriasis) y de la inhibición del intes

tino; b) los receptores beta, responsables de la acción básicamente inhibidora

(vasodilatación y broncodilatación) y de la estimulación poderosa del músculo
cardiaco.

La noradrenalina estimula los receptores alfa-adrenérgicos, provocandovaso

constricción e hipertensión. La adrenalina estimula tanto los receptores alfa
comolos beta y su efecto final es vasodilatación, taquicardia y aumentode la

fuerza de la contracción del miocardio, provocando inicialmente un aumento de

presión que luego revierte a hipotensión (207, 230,239 ).

Pero las catecolaminas, por su grupo "catecol", son inestables, se oxidan

eSpontáneamente y son degradadas en el intestino por lo que no son activas por

ingestión. Otros tipos de fenetilaminas, con un solo grupo fenólico o metoxila

das o con el anillo bencénico no sustituido, son estables por via bucal y por

ejemplo, la ingestión de un vegetal que las contenga puede causar los efectos

fisiológicos correspondientes. Estas aminas no actúan directamente sobre los

receptores adrenérgicos, sino estimulando_la liberación de noradrenalina, aun

que si están e —hidroxiladas, por ejenplo efedrina (Fig.29j, tambien poseen ac
ción adrenérgica directa (230).

Fenetilaminas simples, como G>—feniletilamïna y tiramina son sinergistas
de los transmisores del sistema nervioso central (238).
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La N-metiltiramina fue identificada comoel principio activo de especies del

género Acacia (208), que provocan migrañas en seres humanosy ataxia en el ga
nado. La N,N-dimetiltiramina (hordenina, Fig.'29), se conoce comoantiséptico

(240),y en disenteria (241); además, aunque en pequeñas dosis no tiene áCCión

en la circulación sanguínea, en dosis grandes produce una apreciable hiperten

sión y aceleración del pulso, aunque se halló que estos efectos no se deben a

estimulación central sino del músculo cardiaco (209). Otros autores informaron

que hordenina tambien presenta un efecto nicotinico, es decir que en grandes

dosis disminuye o revierte la acción hipertensiva de adrenalina (209).

La efedrina posee acciones adrenérgicas , con efectos alfa y beta y tambien

_es estimulante del sistema nervioso central. A nivel vegetativo provoca esti

mulacióncardiaca, elevación de la presión arterial y vasoconstricción arterio

lar, semejantes a las de la adrenalina, que aunque presentan una potencia unas

100 veces menor, dada la estabilidad de la molécula son de una duración mucho

mayor. Localmente, produce vasoconstricción sin dilatación posterior (230).

En conjunto se denomina a estos conpuestos aminas sinpaticomiméticas.

Otra fenetilamina de notable acción, es la meacalina, el principio alucinó

geno del cactus Lophophora williamsii, denominadopeyote (209). Este efecto im

pulsó el estudio de muchosotros cactus más o menos relacionados, usados entre

los indigenas, hallando en ellos gran diversidad de estructuras de fenetilami

nas en su mayoria metoxiladas, algunas tambien alucinógenas (206, 209, 213).

La mezcalina provoca respuestas adrenérgicas luego de su ingestión, pero durante

la fase de excitación mental se caracteriza por las alucinaciones visuales y

alteraciones en la percepción del resto de los sentidos, alteraciones sobre la

percepción del propio cuerpo, desórdenes emocionales, volitivos e intelectuales

y lo que es más importante, sintomas de esquizofrenia (209), Es curioso hacer
notar que otra fenetilamina metoxilada, la 3,a-dimetoxifenetilamina, se encon

tró comometabolito anormal en orina de esquizofrénicos (220). Estas aminas ac
tuarian entonces alterando las tranSmisiones ñerviosas en el sistema nervioso

central, con alteraciones de la conciencia y la personalidad; aunque parecen

desarrollar tolerancia, no provocanreal adicción (209].
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Acción farmacológica de los alcaloidgs del tropano

Los alcaloides del tropano, ouyos representantes mássignificativos son 1a

atropina y la escopolamina, tienen una marcada acción parasimpaticolitica en

un amplio rango de dosis, resultando venenos mortales en dosis no muyelevadas.

Su mecanismode acción consiste en inhibir las terminaciones nerviosas del

sistema parasimpático, cuyo transmisor es la acetiloolina, por inhibición com

petitiva del receptor. En dosis altas ocasiona bloqueoganglionar y parálisis

tipo curare en la musculatura esquelética (207).

En el tracto digestivo, inhiben la secreción y la motilidad, mientras sobre
el aparato respiratorio actúan eliminando los espasmosde la musculatura bron

quial. Provocanmidriasis y aumentanla frecuencia cardiaca sin alterar la cir
culación periférica. Se observa comoestos efectos son 1a expresión del siste

masimpático sin el antagonismodel parasimpático, inhibido por estos alcaloi

des (207; 230). Algunos derivados de alcaloides del tropano se usan comoespas

moliticos (230).

El efecto en el sistema nervioso central es distinto en atropina y escopola

mina. Mientras la primera causa gran excitación, que puede llegar al delirio

furioso, la escopolamina, en pequeñas dosis causa depresión psíquica y motora,

aunque en dosis elevadas Su efecto es similar al de la atropina, provocando ex

citación central y parálisis respiratoria(230).
La cocaina, otro alcaloide del grupo,pero que no proviene de las Solanáceas,

tiene acción anestésica y ademásestimulante del sistema nervioso central, por

lo cual causa adicción (207, 230).



CAPITULO V

DISCUSION DE LOS RESULTADOS

OBTENIDOS EN ESTA TESIS
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OBJETO DEL TRABAJO REALIZADO

La Finalidad de este trabajo consistió en el estudio de los componentesqui

micos presentes en Nierembergia hippomanica Miers., una Solanácea argentina co

nocida desde hace tienpo por su toxicidad para el ganado.

Si bien existían antecedentes bibliográficos sobre su acción farmacológica

(41, 42, 43) y ademásmeros intentos de caracterización de los principios acti

vos (37, 38, 39), ninguno de ellos condujo al conocimiento Fitoquimico de esta

planta (pág. 8).

DISCUSION DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS

a) Criterios seguidos en el fraccionamiento del material vegetal

La extracción de plantas enteras secas y nolidas de Nierembergia hippomanica

se encaró de la manera usual, utilizando solventes de muydistinta polaridad

(éter de petróleo y metanol respectivamente), comenzandopor el menospolar.
Ensayos Farmacológicos preliminares mostraron que la actividad Fisiológica se

encontraba sólo en el extracto metanólico y en el marco vegetal, por lo que se

inició el estudio del extracto metanólico.

La marcha analítica para el conocimiento previo de las Familias de conpues

tos del extracto metanólico (242) reveló la presencia de glicósidos de F1avonoi

des, triterpenos pentaciclicos, alcaloides, asi comola carencia de taninos,

glicósidos cardiotónicos y glicósidos cianogenéticos.

Por reposo del extracto metanólico a tenperatura ambiente, se obtuvo un pre

cipitado inorgánico identificado como804K2(IR, ensayo a la llama). La concen
tración del filtrado a la décimaparte, produjo un precipitado orgánico que se

estudió separadamente (Precipitado l). La separación cromatográfica del preci

pitado 1, permitió el-aislamiento de triterpenos pentaciclicos y de un glicósi

do de Flavonoide, aconpañados por conpuestos-minoritarios relacionados.

Para poder identificar los Flavonoides presentes en menorcantidad en el
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Precipitado l Fue necesario realizar un esquemaseparativo directo de flavonoi

des: parte del extracto metanólico, su5pendido en agua, se extrajo Sucesivamen—

te con cloroformo, acetato de etilo y butanol. Los conpuestos buscados se encon

traban en el extracto de acetato de etilo.

El estudio de los alcaloides se encaró con una marchaseparativa del filtrado

del Precipitado 1, suspendido en ClH 0,1 N y Filtrando el insoluble en ese me

dio. Sobre la solución acuosa ácida, se realizaron extracciones con éter etílico

y oloroformo. A continuación, la solución acuosa se llevó a pH lO y se reextra

jo con éter etílico y cloroformo, obteniéndose extractos con reacción positiva

frente al reactivo de Dragendorff (243) (Extractos etgreos y clorofórmicos en

medio básico) que se estudiaron separadamente.

La solución acuosa, aun contenía alcaloides, inextraibles con solventes or

gánicos, por lo que se los trabajó comoalcaloides cuaternarios, precipitándolos

como sales del anión conplejo del reineckato de amonio (Cr(SNC)4(NH3)2.NH4)a
pH 12, 8, 5 y l. Se obtuvieron precipitados sólo a pH 12 y 8, que se estudiaron

por separado. _
La actividad tóxica observada en el marco vegetal de las extracciones, motivó,

por último, una extracción del mismocon agua a 80°C, con agitación magnética.

Este extracto acuoso, que mostró toxicidad, contenía el principal alcaloide cua

ternario de la planta, ya identificado en el extracto metanólico, y glicósidos

terpenoidales cuyas agliconas, en un análisis preliminar, presentaron caracteris

ticas de diterpenos y serán objeto de próximos estudios.

b) Estudio del Pregpita_d_o_l’

El estudio del Precipitado l, obtenido del extracto metanólico por concentra

ción, se realizó por cromatografía en columnade silicagel, con polaridades cre
cientes de bencenozacetona,.acetonazmetanol y metanol:agua. Por cromatografía

analítica en placas de silicagel (benceno: acetona,9:1) se observaba una mancha

muyinportante, con reacción cromogénica de triterpenos pentaciclicos (SOAszACÜH
8:2, violeta) con RF: 0,15, aconpañadapor otras minoritarias, con igual reacción
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cromogénica, pero de mayor Rf. A Hf: 0,9, con ese solvente, una mancha con in

tensa fluorescencia celeste a 366 nm, tenia igual Rf que la cumarina escopole

tina. Aumentandola polaridad en la cromatografía analítica: las sustancias mer

cionadas anteriormente se observaban con Rf entre 0,9 y 1,0, pero podia adver

tirse ahora, una manchaprincipal (Hf:0,15 en benceno: acetona,l: 2), acompaña

da por otras tres minoritarias de mayor Rf, todas con iguales reacciones cromo

génicas (ClaFe positivo, violeta, indicativo de compuestos fenólicos; ClaFe.2%:

Fe(CN)6K31%, 1:1, azul, indicativo de flavonoides).

b.l) Hidrocarburos y alcoholes superiores

La primera Fracción de la columna del Precipitado l, dió un residuo blanco

que, analizado por cromatografía gas-líquido demostró ser una serie homóloga.

Se realizaron los espectros de masas por acople del espectrómetro de masas al

cromatógrafo gaseoso, en condiciones de temperatura programada (Fig.45). Los

espectros de masas de los picos 2-3 y 5-11, presentaban picos importantes con

14 umade diferencia, con caida exponencial de las abundancias hacia masas al

tas, tipico de hidrocarburos lineales de cadena abierta (244). Los iones mole

culares variaban de 310 para el pico 2 hasta 422 para el pico ll (C H l22 45 a
) siendo los más abundantes los de C C (Tabla21, Parte expeC30H52 24’ 25 y Czs'

rimental). El cromatogramagaseoso en condiciones isotérmicas (Fig. 46), permi

tió obtener los tiempos de retención necesarios para realizar el gráfico de

log tr vs No de carbonos para_esta serie homóloga (Fig. 47).

De la siguiente fracción de la columna, se obtuvo un residuo (Rf: 0,5, ccd

silicagel, benceno: acetona 95:5) que purificado en columnade alúmina y estu

diado por cromatografía gaseosa, mostró la presencia de otra serie homóloga,

cuyos tiempos de retención se encuentran en la Tabla22, Parte experimental y

su gráfico de log tr vs. N° de carbonos en la Fig. 48.

La comparación con una mezcla de testigos de alcoholes superiores lineales

de C C y C ; permitió identificar los compuestos en estudio comoalcoho24’ 26 28- ' dd Hht H0.
les normales superiores es e 019 400 as a 032 66
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b.2) Tritergenos Eentacíclicos

Las Fracciones 3 y 4 de la columna del Precipitado l, daban reacción de

Liebermann-Burchardvioleta (245), indicativa de la presencia de triterpenos

pentacíclicos. La cromatografía de la fracción 4, la másabundante, presenta

ba una mancha (cod, sílicagel, Rf: 0,6 benceno: acetona,85:15) coincidente con

una de las dos sustancias mayoritarias del Precipitado l.

Se efectuó su purificación por cromatografía en columnaseca, obteniéndose

una fracción principal que recristalizada de etanol daba agujas blancas de pun

to de fusión 275-2810C. El amplio rango del punto de fusión que no disminuía

con las recristalizaciones, sugería una mezcla de triterpenos isoméricos (I y I]

que coprecipitaban y eran inseparables por cromatografía en sílicagel.

El espectro infrarrojo de la fracción (Fig. 49 ) mostraba absorciones a 3400

crn_1 característica de la tensión O-H, a 2900 crn_l la tensión C-H de alcanos,

a IB95 crn_1 la tensión de un carbonilo, mientras que a 1450 y 1380 cm_l, la

flexión simétrica y asimétrica del metilo. La señal del carbonilo se atribuyó

a un carboxilo, ya que un carbonilo de lactona aparecería a 1780 cm_l, uno de

éster a 1730 y uno de cetona a 1715 cm_l(246).

El espectro de lH-HMNde la fracción en estudio en DMSO-ds,corroboraba la
estructura triterpénica, con seis singuletes (Fig. 50) que integraban para

veintiún protones (7 CH3—),en apariencia todos terciarios, sobre el conjunto
de las señales de los metilenos de los anillos. Ademásse destacaba la señal

de un protón alfa a hidroxilo a 4,3 ppmy la de un protón vinílico a 5,2 ppm.

La presencia del carboxilo explicaba las pobres propiedades cromatográficas

de la fracción en cromatografía gaseosa y fue necesaria la protección de los

grupos polares (-OH y —CÜOH)por acetilación y metilación para poder obtener

buenos picos en cromatografía gas-líquido. El cromatogramagaseoso mostró que

la fracción estaba constituída por dos compuestosprincipales, uno de tr 12,08

minutos (9,5 %) y otro con tr 13,49 minutos (71,6%J en las condiciones que se

indican en la Fig. 51. 

La cromatografía gas-líquido asociada a la espectrometría de masas dió la
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Fig. SU: Espectro de H-RMNen DMSD-dó, de la Fracción 4.
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F'g. 51: Cromatogramagaseoso de la Fracción 4 acetilada y metilada.

clave de la estructura. Para los derivados acetilmetilados de estos dos conpues
tos se obtuvieron iguales espectros de masas, con M+512 y un ión muy inportan

te en m/e 262, que por pérdida de 59 uma, originaba el pico base en m/e 203, y

tambien se observaban picos a m/e 249, 189 y 133 (Fig. 52).

Sabiendo que se estaba en presencia de ácidos triterpénicos pentaciclicos y

teniendo en cuenta las Fragmentaciones que sufren este tipo de conpuestos (49,

50), se consideró que podian tratarSe de ¿CÁ12—oleanenosy ¿5&2—ursenos, ya que

el ión a m/e 262 se podia asignar al Fragmento de los anillos D y E originado

por reacción de retro Diels Alder en el anillo C, con un grupo carboximetilo

en alguno de los carbonos de estos anillos. Además,ya que la pérdida del car

boximetilo (59 uma) originaba el pico base, se podía ubicar este grupo en C-l7,

es decir, se producía la ruptura del sustituyente angular más Favorecida en es

te tipo de Conpuestos (Fig. 53).(Cap. II, pág. la).

La masa del ión molecular conprendia tambien un grupo acetato, lo cual indi
caba la presencia de un hidroxilo acetilable en el producto natural, que se u

bicó, en principio en 0-3, donde, por consideraciones biogenéticas, se espera
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Fig. 52: Espectro de masas (CSL-EM)dei pico a 13,49 min del cromatograma Fig. 51

+
CH

2

m/e 133

M+ 512 m/e 249 m/e 189

Fig. 53:Asignación de los iones del espectro de la Fig. 52, correspondientes al

acetiloleanato de metilo (derivado acetilado y metilado de II).
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siempre la presencia de un sustituyente oxigenado.

El ión m/e 189 se asignó, por una parte a los anillos A y'B, Formadoa par

tir de la pérdida de ácido acético del ión m/e 249 y por otra parte, se conoce

(49) que tambien se origina por subsiguiente Fragmentación del ión m/e 203, al

igual que el ión m/e 133.

Se supuso a partir de estos datos, que estos conpuestos eran dos ácidos tri

terpénicos pentaciclicos muydifundidos en el reino vegetal, conocidos comoáci

do ursólico y ácido oleanólico. Se pudo contar con un testigo auténtico de la

mezcla de los acetil metil derivados de estos ácidos y conprobar, en conjunto,

su identidad con la mezcla de triterpenos de Nierembergia higpomanica por cro

matografía gas-liquido. Pero, para identificarlos individualmente y poder cono

cer así a qué serie pertenecía el másabundante de ellos en la planta, se inten

tó separar la mezcla isomérica. Para ello se recurrió al métodode cristaliza

ción Fraccionada, aprovechando el hecho de que el acetiloleanato de metilo era

levemente más insoluble en etanol que el acetilursolato de metilo (247); Aunque

por este método no se logró la separación total de ambos isómeros, la cabeza

de la secuencia de recristalizaciones que se realizaron, se enriqueció en el

compuesto de mayor tienpo de retención, al que se le asignó por lo tanto la

estructura básica de ¿CX12—oleaneno.Ésta asignación resultó concordante con

los datos de tienpos de retención relativos de triterpenos pentaciclicos y sus

derivados, hallados posteriormente en la literatura (248), para estos mismos

derivados, en condiciones de corrida análogas. Por lo tanto, el ácido oleanóli

Eg (II) es el triterpeno pentacíclico másabundante en el extracto metanólico

de Nierembergia hippománica, aconpañado por su isómero de la serie urseno, el

ácido ursólico (I)

El espectro de lH-RMNde 1a Fracción acetilada en C13CD,mostraba 1a presen
cia de un solo acetilo y los desplazamientos esperados de los metilos para una

Función acetato en C-3 (55) (Fig. 54).

Se advierte en los espectros de H-RMNde la mezcla, el predominio de las

señales del ácido oleanólico (II), a causa de que éste se encuentra en ella

en mucha mayor concentración que su isómero.
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Fig. 54: Espectro de H-RMNde la Fracción 4 acetilada en C1300 (50 MHz).

En placas de silicagel de la Fracción 3 de 1a columna del Precipitado l, exis

tían manchascon reacciones cromogénicas‘detriterpenos pentaciclicos, presentes

en muypoca cantidad. La Fracción se acetiló y metiló por los métodos usuales,

observándose acetilación pero no metilación, lo que indicaba la presencia de hi

droxilos acetilables y ausencia de grupo carboxilo. El producto de acetilación

Fue analizado por cromatograFia gas-liquido y espectrometría de masas acoplada

a la cromatograFia gaseosa (Fig. 55). El espectro de masas del diacetato del

compuesto de mayor tiempo de retención (diacetato de III) se observa en la Fig.

56 y el esquema de Fragmentaciones de este compuesto en la Fig. 57.

Otros picos de esta Fracción acetilada resultaron coincidentes en la conpara

ción por cromatograFía gas-líquido, con los derivados acetilados de o¿—y F)
amirina testigos (acetato de IV: 8,88 min. coincidente con el acetato deci-amiri

na; acetato de V: 8,18 min. coincidente con acetato de e —amirina; Fig. 55).

Por lo tanto, en la planta se encuentran cX- (IV) y Eb-amirina LV), como
compuestosminoritarios (Fig. 58).



c
'E

H 120H H
<r H

to m.-« 'c'
o

>' 13
H 4-)

m
03 o

13 ru
.,.¡ I'0 'D

4-, I n

3 Cond1c1onesz
m "
La? Columna de SE-BÜ 3%

> ..
m Temperatura: 290°C

13 E

o cn (condiciones isotér
u cn
B c5 a, mlcas)
o
ru

E
-H
E

c0
r-l

cn

Fig..55: Cromatogramagaseoso de la Fracción 3 acetilada.

100% 215

203

50 1 0

1.33

2'76 466 482

n r LJ_u1HlJJI¡l_I' llllng L L Ñ l l 'L_V
50 100 150 200 250 300 350 400 ¿150 500

Fig. 56: Espectro de masas correSpondiente a1 pico de tr: 16,41 min (diacetatc
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Fig. 57: Asignación de los principales iones del eSpectro de la Fig. 56, corres

pendientes al diacetato de uvapl (diacetato de III).

\“\\...

o< -amirina (IV) Q>—amir‘ina (V)

Fig. 58: Estructuras de o(—y %—amirina (compuestos IV y V respectivamente).
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En el espectro de masas del diacetato de III, el ión molecular (M+)se asig

nó al pico de mayor masa a m/e 526, correspondiendo m/e 466,_a la-pérdida de á

cido acético a partir del M+.El siguiente pico inportante, m/e 276, se podía

considerar originado por una reacción de retro Diels Alder en el anillo C de un

triterpeno pentaciclico ¿>&2—insaturado (49) con un grupo —CH20COCH3en los ani
llos D o E y que a su vez, por pérdida de ácido acético, originaba el pico base

en m/e 216. El ión 203 era nuevamenteun pico inpcrtante del espectro. Se atri

buyó su Formación a la pérdida del grupo —[3H20C,ÜCIH:3del ión m/e 276 (73 uma] y

Su intensidad podia tomarse comoindicación tentativa de la ubicación del grupo

en C-l7. Los iones correspondientes a los anillos A y B (m/e 249 y 189) eran i

guales a los de acetiloleanato de metilo, asi comom/e 133, que provenía del es

queleto. Todo indicaba que se trataba de 3,28-dihidroxi-¿2312-oleaneno o urseno

diacetilado, coincidente con los datos para diacetato de uvaol o de eritrodiol,

conpuestos ya descriptos. Ambosson indistinguibles por espectrometria de masas

y para completar la identificación se conparó el diacetato del producto natural

(diacetato de III) con testigos autenticos, resultando coincidente con el dia

cetato de 23291. Por consiguiente la planta posee 33291 (III), (Fig. 59).
Los triterpenos pentaciclicos ácidos parecen ser característicos de muchas

Solanáceas; por ejenplo, el ácido oleanólico (II) es el principal triterpeno en

Fabiana imbricata (5) y en otras especies pertenecientes a la tribu Nicotianeae

a la que tambien pertenece el género Nierembergia (3).

2
Fio. 59: Uvaol (3,28-dihidroxi- ¿2g -urseno, III)._'_—_
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b.3) CompuestosFenólicos

b.3.l) Cumarina

“En la Fracción 5 de la columna del Precipitado 1 se observó una mancha de

intensa fluorescencia celeste a 366 nm(cod; silicagel; HF0,8; benceno: aceto

na,8: 2) (VI). Su conportamiento Frente a las reacciOnes cromogénicas (KOH5 %

en metanol + luz UV: reactivo para cumarinas, y C13Fe2 % en etanol, verde os
curo: reactivo para Fenoles) indicó que podía tratarse de una cumarina con hi

droxilos Fenólicos. Debido a la pequeña cantidad en que se encontraba este cone

puesto en el Precipitado 1, no pudo realizarse su estudio espectroscópico cone

pleto. Sin embargo, por cromatografía gas-liquido y conparación de su tienpo de

retención con el de un testigo auténtico y espectro de masas, realizado por aco

ple al cromatógrafo gaseoso (Fig. 60) pudo ser identificada comoescggoletina

(VI) que es una cumarina tipica de las Solanáceas (18). El esquema de Fragmen

taciones se observa en la Fig. 61.

%
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Fig. 60: Espectro de masas del conpuesto VI (CSL-EM).
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Fig. 61: Principales fragmentos del espectro de masas de escopoletina (VI).

b.3.2) Flavonoideprincipal

Uno de‘los conpuestos mayoritarios (VII) de Nierembergia hippomanica es un

sólido blanco, extraíble con metanol pero de marcada insolubilidad en Frio en

solventes alcohólicos y agua, lo cual hizo que Formaraparte del Precipitado l,

obteniéndoselo parcialmente inpurificado con conpuestos relacionados, de la

fracción 7 de la columnade este precipitado.

Presentaba reacción de Liebermann-Burchard negativa, reacción de Shinoda

(249) (Mg/ClH)positiva color naranja, indicando naturaleza Flavonoidica y co

lor violeta Frente al ClaFe, evidenciando la presencia de un grupo Fenol (cod;
silicagel; HF0,15;benceno: acetona,l: 2; luz UV:Fluorescencia celeste claro

a 366 nm; SOaHngcÜH,8:2,pardo amarillento).
Su purificación resulto sencilla, por cromatografía en columnay recristali

zación de etanol (Parte experimental).

El espectro infrarrojo de VII mostró una aBsorción intensa a 3380 crn_l que
—l

indicó la presencia de hidroxilos, otra a 1645 cm correspondiente a un carbo
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nilo conjugado, a 1575 cm“l una señal fuerte de doble enlace, a 1175, 1145 y

1100 crn_l señales de deformación O-H, a 1050 crnmluna señal fuerte y ancha de

deformación característica de una unión glicosidica y a 980: 920, 835, 770, 710,

685, 670 y 640 cm—labsorciones fuertes tipicas de bencenos polisustituídos

(Fig.52).

El espectro ultravioleta de VII presentó dos máximos, uno a 285 nmde gran

coeficiente de extinción y otro a 328 nmde bajo coeficiente de extinción. El

hecho de no observar dos máximos intensos como en los flavonoides en que los

anillos A y B están conjugados, hizo pensar que podia tratarse de una flavanona,
un dihidroflavonol o una isoflavona. Debido a que la banda II (285 nm) absorbía

entre 270 y 295 nm, se podía descartar en principio a las isoflavonas, cuya ban

da II se encuentra generalmente entre 245 y 270 nm (139) (Fig. 63).

Por agregado de ClsAl, se observó un deSplazamiento batocrómico intenso de

ambos máximosque no variaba al utilizar ClaAl/ClH (Fig. 63). Esto indicó la
presencia de un hidroxilo libre en 8-3 o C-S que junto con el carbonilo de 0-4

formaba un complejo con ClaAl estable en-medio ácido. Otros conplejos con ClaAl
serian posibles con hidroxilos 9:29, pero estos se destrúírian en medioácido

y el eSpectro en ClaAl/ClH, hubiese resultado diferente.
Al agregar acetato de sodio, que ioniza preferencialmente el ÜH-7, no se'ob—

servaron desplazamientos respecto al espectro en metanol, lo que indicaba la

ausencia de ÜH-7libre, es decir, que si este grupo existía, debia estar bloque

ado por algún sustituyente (metoxilo, glicosilo, etc.)

El agregado de metóxido de sodio, base fuerte que ioniza todos los hidroxi

los de un flavonoide, sólo provocó un desplazamiento batocrómico de la banda

de mayor longitud de onda, hecho que reveló la presencia de un hidroxilo ioni

zable en el anillo A, probablemente el de C-5 (139) (Fig. 63).

El espectro de 1H-HMNde VII, presentó señales complejas entre 3,2 y 4,1 ppm

y 4,4-4,8 ppmque son caracteristicas de protones de azúcares (SH) y en 1a zo

na de protones anoméricos un multiplete que integraba para dos hidrógenos,

entre 5,1 y 5,4 ppm, lo que indicaba que la molécula del flavonoide estaba gli



126

' __: >_ '. | __:>__L _ _ ___ "'”” —"_ '- "Gt-723W
¡CW "¡SL 30m 1m wlmlemvmmwclmlmlmlmnwwmmmmarnan

Fig. 62: Espectro infrarrojo del compuestoVII, an pastilla de BrK.
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Fig. 63: Espectro ultravioleta del compuestoVII.
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cosidada con dos monosacáridos. A campos altos se observó un doblete en 1,15

ppm (SH, J: 6 Hz) que se asignó al metilo de C-6 de un 6-desoxiazúcar (Fig. 64).

Las señales de la aglicona presentaban un doble cuarteto entre 2,6 y 3,0 ppm

(2H) que Fue asignado a los dos hidrógenos de C-3 de una Flavanona, ya que am

bos no son equivalentes y se parten entre si y cada uno con el H-2 (151). Un

doble doblete a 5,6 ppm se asignó al H-2 con las mismas constantes de acoplamien

to con cada H-3. En la zona aromática se observaron tres señales: un doblete a

6,13 ppm(lH), otro a 6,19 ppm(lH) y un multiplete a 7,50 ppm(5H). Las dos pri

meras señales correSpondian a H-6 y H-B respectivamente ya que presentaban una

partición meta (J: 2 Hz) demostrando una sustitución 5,7- en el anillo A. La
tercera señal se asignó a un anillo B no sustituido.

Contodos estos datos se pudo postular para la aglicona el esqueleto de una

5,7-dihidroxif’lavanona, glicosidada en el 0H-7.¿(Fig.55).

El eSpectro de masas de VII (Fig. 66) presentó un pico base a m/e 256, co

' H 0
15 12 4

escisión de los azúcares con transferencia de H y aconpañado por el ión 255.

rrespondiente a la aglicona 5,7-dihidroxiflavanona (C +.) originado por
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Los Fragmentos m/e 179, 152, 124 y 104 tambien correspondían a la aglicona

(Fig. 67), el primero de ellos originado por pérdida del anillo B (256-77) y

los restantes según las rupturas caracteristicas de Flavanonas (140, Cap.III),

los iones. m/e 152 y m/e 124 provenían de una reacción de retro Diels Alder en

el anillo C, indicando los sustituyentes en el anillo A, y m/e 104 los del ani

110 B, junto a los c-2 y 0-3 (lao).

El ión molecular (M+564)de muybaja intensidad (0,25 %) evidenció que la

aglicona estaría unida a hexosa y a 6-desoxihexosa (256+180+164—(2x18)),hecht

corroborado por el Fragmento m/e 147, correspondiente al ión oxonio del azúcar

terminal y que estaba de acuerdo con una 6-desoxihexosa y por m/e 418 (aglicom

unida a hexosa) proveniente de la pérdida del azúcar terminal a partir del M+.

Estos iones permitieron establecer la presencia de un disacárido formadop01

una 6-desoxihexosa y una hexosa, con el desoxiazúcar comounidad terminal,que

evidentemente deberia estar unido al 0H-7de una 5,7-dihidroxiflavanona, te

niendo en cuenta los datos espectroscópicos anteriormente mencionados (Fig. 65

6-desoxihexosa-O-hexosa-0 Ü

Fig. 65: Estructura de 7-0-diglicósido de 5,7-dihidroxiFlavanona, correspon
diente al compuesto VII.
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Hidrólisis total del glicósido

Por hidrólisis ácida total de VII, se obtuvieron la unidades constitutivas

del glicósido: la aglicona y los azúcares. La aglicona (VIII), un compuestoFe

nólico, poco polar, extraible con solvente orgánico de la mezcla Final de hidró

lisis (ccd; silicagel; RF0,5; benceno: acetona,18:l) presentó un espectro UV

similar al del glicósido, excepto en un desplazamiento batocrómico de la banda

principal al agregar acetato de sodio, indicativo de DH-7libre, hecho que con

firmaba la glicosidación en ese hidroxilo.

Su espectro de lH-RMNen DMSO-d6(Fig.68) presentó el sistema ABXesperado
para una Flavanona. Para analizar los acoplamientos del H-2 con los H-3 de este

sistema se recurrió a la técnica de doble resonancia. Se esperaba que al irra

diar el H-2 sólo permaneciera el acoplamiento geminal entre los dos H-3, mien

tras que por irradiación de cada H-3, el H-2 quedara únicamente acoplado con el

H-3 no irradiado. Los resultados obtenidos (Fig. 68) confirmaron lo anterior y
permitieron establecer los valores de las tres constantes de acoplamiento.

N
l
I v.o

_._'__/\.—_

\
í
1____+

JU,
1 w v u I v w ¡ v——77 u w v I v I ‘

l
Fig. 68: Espectro de H-RMNde pinocembrina (VIII) en DMSD-d6(100NHZ).
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Asi, al irradiar en 5,6 ppm(H-2), las señales de los dos H-3 aparecían como

dos dobletes en 2,8 y 3,3 ppm cada uno con una constante de acoplamiento de

16,5 Hz, característica de una partición geminal. La irradiación en 2,8 ppm(zo

na central de la señal de uno de los H-3) transformó el doble doblete de H-2

en un doblete de J: 12 Hz, correspondiente a la partición anti del H-2 con el

H-3 axial. En cambio por irradiación del otro H-3, señal asignada al H-3 2523;

en 3,3 ppm, la señal del H-2 resultó un doblete de J: 4 Hz a causa de la parti

ción gauche con el H-3 ecuatorial (Fig. 69).

El C-2 de las Flavanonas es asimétrico y muchasFlavanonas sintéticas se han

resuelto en sus enantiómeros (+) y (—). Los productos naturales, aislados en

Formaópticamente activa, demostraron ser sienpre levorrotatorios, asi comose

observó en este caso. En hesperetina (-57°, metanol) y liquiritigenina (-920,

metanol) (250) se ralacionaron químicamente sus estructuras con L-(-)-malamida

de configuración absoluta conocida. Por lo tanto,(-)—hesperetina tiene la con

Figuración absoluta que se observa en la Fig. 69. Se deduce que las restantes

flavanonas levorrotatorias, comoen el caso de los compuestos VII y VIII, posee

rían probablemente igual configuración._Las restantes señales del espectro con

Firmaron la 5,7-disustitución en el anillo A y el anillo 8 no sustituido. El

espectro de masas (M+ypico base 256) mostró las rupturas descriptas (Fig.67).

Por lo tanto, la aglicona Fue identificada como5,7-dihidroxiFlavanona, conoci

da comoEinocembrina (VIII) (Fig. 69)(251, 252).

H

HO o H o

2¡MUIÉI 2'I'IIIE: :
OH o ÜbHa OH o

(—)-hesperetina (-J-pinocembrina

F'g. 69: Configuración absoluta de Flavanonas levorrotatorias.
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En la Fase acuosa de la hidrólisis total se encontraban los azúcares, que

Fueron transformados en sus alditoles acetilados(186), analizados por cromato

grafía gas-liquido por conparación con testigos y asi caracterizados comoD

glucosa y L-ramnosa.

Hidrólisis parcial del glicósido

Unresultado interesante durante la hidrólisis ácida de VII Fue la aparición

de un producto intermedio (IX) con máximaconcentración a los treinta minutos

de reacción (cod; silicagel; HF0,44; benceno: acetona,l:2; pinocembrina (VIII)

RF0,88; glicósido de partida (VII) RF 0,15), que se aisló por cromatografía en

columna y cristalizó de metanol. Su eSpectro UVera muysemejante al del glicó

sido de partida VII y el espectro IR mostraba tambien la presencia de hidroxilo,

carbonilo, unión glicosidica y naturaleza aromática.

Su espectro de lH-RMN(Fig. 70) presentaba las señales descriptas de los pro

tones de las Flavanonas y multipletes en la zona entre 3,0 y 3,8 ppmcorrespon

dientes a SH. Nose observaba metilo de Sedesoxiazúcar y existía un solo protón

anómerico en 5,0 ppm.

_L n u ¡'- nm n n ¿a ' n ¡h
l—lg l ' l ' I ' l ’—' l ‘ l ‘ l ‘ I

T --O
T n - - c

l

1

Fig. 7o: Espectro de H-RMNde 1x, en DMSÜ-d6(50 M-lz).
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Su espectro de masas presentaba un M+a 418, coherente con pinocembrina uni

da a una hexosa, que de acuerdo al análisis de los azúcares debia ser D-glucosa.

Los principales iones correspondían a la aglicona de acuedo a las rupturas de
la Fig. 67.

La acetilación de IX condujo a un pentaacetato, en cuyo espectro de 1H-RMN

(Fig. 71) se observaban claramente cuatro singuletes en 1,98, 1,99, 2,0 y 2,02

ppmcorrespondientes a los cuatro acetilos del azúcar y otro singulete a 2,30

ppm(BH) asignado al acetilo del hidroxilo Fenólico de C-5. Los protones de la

glucosa (indicados con el supraindice ") aparecían distribuidos en dos grupos,

tres protones a canpos más altos (4,1-4,3 ppm) correspondientes a un H-S" y dos

H-6" y cinco protones a canpos más bajos (5,1-5,3 ppm) atribuibles a H-l", H-2",
H-3" y H-4".

En el espectro de masas del derivado acetilado de IX (Fig. 72) prevalecian

las Fragmentaciones del azúcar de la molécula, siendo m/e 331 el ión de mayor

masa, correspondiente al oxonio de una hexosa acetilada, acompañadopor pérdida

de ácido acético y cetena.

1 . .

Fig. 71: Espectro de H-RMNdel derivado acetilado de IX en C1380 (60 MHz).



134

100

90
43

80

70 l

50 79

50

40. 331

30

20 57
127

71 211 271

lo J 256U hl Ill v AJ lvlv d ¡1 I
í ¡ml i

50 70 90 110 130 150 17o 190. 210. 230 250.270 záo' 3'10' 330 m/e

Fig. 72: Espectro de masas del pentaacetato de pinocembrina-7-0-glucósido.

El pico base era m/e 169, originado por la pérdida de dos moléculas de ácido

acético y una de cetena a partir de m/e 331 (Fig. 72).

Evidentemente, el producto intermedio IX era pinocembrina-7-O-glucósido cuya

obtención confirmaba que la glucosa era la unidad del disacárido directamente

unida a la pinocembrina. No se conoce descripción alguna de pinocembrina-7-O
glucósido en la literatura.

Determinación de la unión interglicosidica Ep el producto natural (VII)

La existencia de pinocembrina-7-O-glucósido (IX) comoproducto intermedio de

la hidrólisis de VII, la obtención de D-glucosa y L-ramnosaen la hidrólisis

total y los datos espectroscópicos ya discutidos para VII, indicaban que éste

debia ser un 7- Éramnoglucósidode pinocembrina. Era necesario determinar la

naturaleza de ese ramnoglucósido. Se conocían sólo dos ramnoglucósidos comouni

dades glicosidantes en flavonoides naturales: rutinosa (6—O—el-L-ramnopirano

sil- QJ-D—glucopiranósido) y neohesperidosa (2-0-xx —L—ramnopiranosil—Q —D—glu—
copiranósido) (Fig.73).
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Fig. 73: Estructuras de rutinosa y neohesperidosa.

Para determinar cuál de los dos disacáridos se encontraba unido a la aglico

na, se analizaron los espectros de 1H-RMNde los derivados acetilados y trime

tilsililados de VII, según las pautas expuestas en el Capitulo III (154).

Ambosespectros de lH-RMNse realizaron en CISCO[Figs. 74 y 75). En los de
rivados acetilados, ambosdisacáridos presentan distinta distribución de sus

protones porque los metinos=< a un grupo acetoxi y los protones anoméricos es

tán a canpos nas bajos que el metileno unido a un grupo acetoxi y los metinos

unidos a un solo enlace éterz Por lo tanto, observando la moléculas de los dos

disacáridos (Fig.73) se puede deducir Fácilmente que la relación entre los pro

tones que pertenecen a cada uno de estos dos grupos es 8 a 4 para rutinosa y 7

a 5 para neohesperidosa. El espectro del derivado acetilado de VII se asemeja

ba al de un neohesperidósido (Fig. 74). i

El espectro del derivado trimetilsililado de VII, presentaba la señal del

protón ancmérico de ramnosa (J=l Hz) en‘4,91 ppm,mientras que el metilo de CAS

resonaba en 1,30 ppmcomoun doblete (J: 6 Hz) (Fig. 75). Estos resultados coin
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Fig. 75: Espectro de H-HMNdel derivado trimetilsililado de VII, en C1300,

(100 MHz).
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cidian con los hallados para neoheSperidósidos trimetilsililados (15]), mien

tras que los rutinósidos asi derivatizados presentaban el protón anomerico'de

ramnosa entre 4,2 y 4,4 ppm y el metilo de 0-6 resonaba como un multiplete en

tre 0,9 y 1,0 ppm. Por otra parte, la constante de acoplamiento del protón ano

mérico de ramnosa (J: 1 Hz) evidenció un acoplamiento ecuatorial-ecuatorial con

el H-2 vecino, indicando una unión interglicosidica °( . E1 protón anomérico de

glucosa presentó en cambio, una constante de partición grande (J: 10 Hz) tipica

de un acoplamiento 95121-2532; revelando una unión cgglicosidica; Se podia en
tonces suponer que el glicósido VII de Nierembergia hippomanica era pinocembri

na-7-O- G>-neohesperidósido.
La asignación de las 27 señales del espectro de lBCI-RMNde VII, en Forma to

talmente desacoplada (Tabla 16) confirmaron esta estructura. Se compararonpri

meramente los espectros de 13C-RMNde desacople total y parcial de pinocembrina

7-0-glucósido (IX) y pinocembrina-7-O-neohesperidósido (VII). En ambos casos 1a

señal que aparecia a campos más bajos (196,70 ppm) se asignó al carbono carbo

nilico de C-4, las dos señales intensas en la zona deícarbonos aromáticos (1263K

y 129,16ppm) se atribuyeron a los C-2' y C-6' y a C-3' y C-S' reSpectivamente,

coincidentes por su equivalencia magnética. Otra señal de carbono aromático

terciario (129,08 ppm)correspondia a C-4', mientras que el carbono restante del

anillo B, Q-l', cuaternario, aparecia en 139,10 ppm.

Los C-2 y C-3 del anillo C se encontraban a canpos más altos que los anterio
res,como un doblete y un triplete respectivamente en el eSpectro de desacople

parcial (Tabla 16), en la zona esperada para Flavanonas.

Entre los carbonos del anillo A existían dos terciarios y cuatro cuaternaá

rios. Los dos terciarios aparecían en 96,3y/97;7 ppm, marcadamenteprotegidos

por el efecto Esto de dos Funciones oxigenadas (69) y Fueron asignadas a C-6 y

0-8 respectivamente en base a los datos de literatura (157).

De los cuatro carbonos cuaternarios, el más Fácilmente asignable resultó ser

el C-lÜ, a camposmás altos que los restantes, por encontrarse en posición 9539

y para a sustituyentes oxigenados,mientras los restantes carbonos cuaternarios



138

Tabla 16: Desplazamientos quimicos de los carbonos de pinocembrina-7-O-neoh55pe

C-lÜ

C-l'

C-2' y 6'

C-3' y 5'

C-fl'

C-l

C-2

C-3

Solvente:

G

G

G

G

G

G

H

R

R

H

R

R

ridosido (VII), pinocembrina-7-D-glucósido (IX), metil glucósido (A),

metil ramnósido (B), naringina (C) y hesperidina (D) en

VII

79,50

42,30

195,70

154,10

95,25

155,05

97,70

153,34

104,30

139,10

125,53

129,15

129,05

99,20

75,00

75,50

70,50

75,50

51,77

102,37

72,02

72,40

73,55

59,50

15,70

piridina'

IX

79,50

43,40

195,50

154,40

95,41

155,55

97,55

153,32

104,25

139,35

125,52

129,05

129,01

101,54

74,50

79,50

70,95

75,95

52,20

piridina

A B

104,30

'74,20

75,90

70,50

75,90

51,90

101,90

71,00

71,30

73,10

59,40

17,70

020 020

0

75,50

42,00

195,70

152,90

95,50

154,90

97,40

152,70

103,50

125,70

125,00

115,30

157,70

95,00

75,70

77,20

70,10

77,00

50,50

100,40

70,40

70,70

72,10

55,20

17,50

DMSO

13
C-HMN.

0

75,40

42,00

195,70

153,00

95,70

155,20

97,50

152,50

103,50

131,20

114,30-117,50

145,70—112,70

145,10

99,55

73,30
75,50

59,90

75,50

55,40

100,70

70,50

71,00

72,40

55,50

15,20

DMSÜ
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directamente unidos a un oxigeno, aparecían entre163,3ü y 166,70 ppm. Para dis

cernir cada uno, se tuvieron en cuenta los efectos EEES,EÉEÉy para en anillos a

romáticos (69) y el efecto de la glicosidación (156), (Tabla 16).

En pinocembrina-7-O-glucósido, los seis carbonos del azúcar se asignaron to

mandocomoreferencia los datos de literatura para D-glucosa y el metil glucó

sido (158). El C45de este azúcar se distingue Fácilmente del resto por resonar'

a camposaltos y por aparecer comoun triplete en los experimentos de desacople

parcial ( 62,2ppm). Los restantes carbonos, excepto el anomérico aparecían en

tre 70 y BOppm (tabla 16) y el anomérico en aproximadamente 101,5 ppm.

El espectro de pinocembrina-7-Ü-neohesperidósido aparece complicado con seis

señales más,correspondientes al segundo azúcar del disacárido, cuyo 0-6 era un

cuarteto a camposaltos (18,7 ppm) confirmando su naturaleza de 6-desoxiazúcar.

La variación en la resonancia del C-2 de glucosa, que se desplaza a campos más

bajos y de los C-l y C-3 de ese azúcar que se apantallan, aseguró la posición

de la unión interglicoSidica. Tambienla asignación de los carbonos de ramnosa

se realizó por comparación con los datos de L-ramnosa y el metil ramnósido (158).

Deacuerdo a estos resultados, el glicósido mayoritario del Precipitado l

se identificó comopinocembrina-7-Ü-(2-O-¡x —L-ramnopiranosil- Q)—D—glucopira—
nósido), Pinocembrina-7-0- —neoheseridósido (VII).

Confirmaciónde la estructura de pinoceñbrina-7-O-neohesperidósido por sintesis

Si bien la pinocembrina (VIII, 5,7-dihidroxiflavanona) se encuentra muydi

fundida en maderas de especies de Bing; (251) y Prunus (252, 253), se conocen

muypocos glicósidos de esta flavanona. Sólo se ha descripto el aislamiento de

pinocembrina-S-O-glucósido (verecundina) de Prunus verecunda (253) y Prunus

aeguinoctialis (254), asi comode pinocembrina-7;O—neohesperidósido de 29252

ttosperma vernicosum (255) sin comprobar Fehacientemente la estructura de neo

hesperidosa comounidad glicosidante.

Por esta razón, para confirmar la estructura propuesta, se realizó la sinte

sis total del Flavonoide (256). Para ello, se sintetizó la aglicona por el mé

todo de Fries (257) a partir de monocinamatode Floroglucina (Fig. 76). Se ob
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tuvo directamente la Flavanona, ya que la hidroxichalcona correspondiente no
es estable en las condiciones de reacción.

Se preparó además hepta-D-acetil-C;—neohesperidosa por el método de Helferich
(258) condensando bromuro de 2,3,4-tri-O-aceti1—°(-L—ramnopiranosilo con 1,3,4,

6-tetra-Ü-acetil-o<4D-glucopiranosa en presencia de cianuro y bromuro de mercu

rio en acetonitrilo (Fig. 76). Para producir la condensación del disacárido

con la aglicona por el método de Koenigs-Knorr (259) se sintetizó el bromuro

de °¿-hexa—O-acetilneoheSperidosilo. El producto de condensación Fue desaceti

lado y el conpuesto Final resultó idéntico a VII en todas sus propiedades Físi

cas excepto en el poder rotatorio, debido a que la Flauanona sintética se había

obtenido como racemato en el C—2.

Una condensación similar se llevó a cabo con pinocembrina natural, aislada

de maderas de Pinus Einaster y Pinus radiata. En este caso, la coincidencia en
o

tre el compuestosintético y el natural (VII) Fue total.
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b.3.3) Flavonoides minoritarios

La Fracción 6 de la columna del Precipitado l estaba Formadapor pinocembri

na-7-O-neohesperidósido (VII) acompañadade tres conpuestos minoritarios (cod;

silicagel; RF 0,34 (X), HF0,40 (XI) y RF 0,47 (XII); benceno: acetona,l:2) que

presentaban iguales reacciones cromogénicasque el glicósido principal. Sus ais

lamientos en cantidades suFicientes para el análisis estructural no Fueronpo

sibles a partir de esta Fracción, por lo que se decidió realizar una extracción

directa de Flavonoides a partir del extracto metanólico total comose indica

en la sección a). Los resultados obtenidos se discuten en la sección G.1).

La Fracción 9 de la columna de Precipitado l presentaba dos manchas Fenóli

cas con reacciones cromogénicas de Flavonoles (Fluorescencia amarilla que se

intensiFicaba con vapores de amoniaco y color amarillo al revelar con_C138b
(260)), RF 0,53 (XIII) y HF0,28 (x1v), acetato de etilo: metanol: ácido acético,

lOÜ:2G:l).Se aislaron por columnas de sílicagel y se puriFicaron por columnas

de Sephadex LH-20.

Conel solvente agua: butanol: acetona: ácido acético,16:2:1:l,en poliami

da, sistema que separa mono,di y triglicósidos de Flavonoles entre si (261),

uno de ellos (XIII) tenia propiedades de monoglicósido (RF 0,1) mientras el se

gundo (XIV) se conportaba comoun diglicósido (RF 0,3). Además, estos conpues

tos presentaron conportamiento de monoy diglicósidos de Flavonoles, en la cro

matograFia bidimensional de partición en las condiciones establecidas (262).

AmbosFlavonoides se encontraban en muypequeña cantidad. En el caso de XIII

resultó apenas suFiciente para su análisis estructural, pero en el de XIVFue

insuFiciente, pudiéndose solamente establecer a qué Familia pertenecía este com

puesto.

El eSpectro UVde XIII (Fig. 77) mostraba dos máximosde intensidad conpara

ble (256 y 356 nm) y con sendos hombros, que indicaban una estructura de Flavo—

nol (Banda I: 356 nm). Los distintos corrimientos observados con C13A1y ClaAl/
ClHdemostraron la existencia de dos tipos de conplejos del conpuesto con Al+3,

uno estable en medio ácido (como los que Forman los DH-3 u ÜH-5 y el carbonilo
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de 0-4) y otro inestable (originado por dos hidroxilos Fenólicos 9:29). Por la

diferencia entre las absorciones en los espectros realizados con ClaAl/ClHy
en metanol (¿SXBIz 39 nm) se podria deducir la presencia de un conplejo entre

el OH-Sy el carbonilo de C-4 en un Flavonol 3-0-sustituido.

El desplazamiento con acetato de sodio ( ¿>fi\BII:6rvn) indicaba la presencia

de 0H-7 libre, el desplazamiento con metóxido de sodio (LsA‘BI: 29 nm) la pre

sencia de OH-4' libre mientras el desplazamiento con acetato de sodio/BUSH3
(¿ÁRBïz 14 nm) mostraba que‘existian hidroxilos Fenólicos libres en posición

grtg en el anillo B, que se asignan entonces a ÜH-3' y OH-4'. Dada esta hidroxi

lación, si se trataba de un Flavonol, el ÜH-3debería estar sustituido, ya que

el conpuesto se mostraba estable Frente a los reactivos básicos en el espectro
ultravioleta.

La hidrólisis ácida del Flavonoide produjo una aglicona (ccd; silicagel; RF

0,4;benceno: acetona,2;l) cuyo espectro UV(Fig. 78) en metanol era similar al

del glicósido, excepto en el hecho de un mayor desplazamiento de la banda I por

agregado de Cl Al y ClaAl/ClH, lo que indicaba la existencia de un nuevo grupo3

cercano al carbonilo de 0-4 que pudiera Formar conplejos con él. La desconposi

sión de la molécula observada con acetato de sodio y metóxido de sodio era in

dicio de la presencia en la aglicona de.un sistema de hidroxilación lábil a ba

ses (139). Estos datos espectroscópicos y la conparación cromatográFica contra

testigo auténtico permitían suponerque la aglicona era un 5,7,3',4'-tetrahif
droxiFlavonol conocido comoquercetina. Por otra parte. la comparación entre

los espectros ultravioleta de glicósido (XIII) y aglicona, indicaban al ÜH-3

comoposición de glicosidación.

La espectrometria de masas conFirmó la estructura de la aglicona comoquer

cetina (Fig. 79) presentando un M+302 y un intenso M-l)+. El Fragmento del a

nillo A de la reacción de retro Diels Alder en el anillo C aparecia a m/e 152,

indicando dihidroxilación en este anillo mientras el FragmentoBg', correspon
diente al anillo B, aparecia a m/e 137, acompañadopor el correspondiente ión

menosCO, en m/e 109, indicando dihidroxilación en el anillo B.
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Fig. 79: Espectro de masasde quercetina (5,7,3',4'—tetrahidroxiflavonol).

De la diferencia de masas entre el ión molecular y los valores de masas de

los anillos A y B, surgía la ubicación de un quinto hidroxilo en el anillo C.

Los productos presentes en la Fase acuosa de la hidrólisis se cromatografía

ron en placas de celulosa contra testigos, identificándose el azúcar presente

comoD-galactosa. Por lo tanto, el compuesto XIII se pudo caracterizar como

quercetina-3-O-galactósido, sin haber llegado a establecer la configuración de

la uniónglicosidica.

Se realizó un eSpectro ultravioleta delcompuesto XIV, que tenia conportamien

to de diglicósido, estableciéndose por el estudio de los desplazamientos, muy

similares a los del compuestoXIII, que probablemente se trataba de un 3-0-di

glicósido de quercetina.

La presencia de glicósidos de Flavonoles es caracteristica de las Solanáceas

(3, 15, 263).
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b.4) Polialcohol

El residuo de la Fracción lO de la columna del precipitado 1 era un jarabe

color ámbarque, por recristalización de etanol, produjo agujas blancas (PF l66

167°C) de un conpuesto (XV), que no absorbía la luz ultravioleta y cuyo espec

tro inFrarrojo presentaba absorciones Fuertes de tensión Ü-Ha 3300 cm_l y de'

deFormación D-H a 1420, 1380, 1080 y 1010 cm_l.

El espectro de lH-RMNde XV (Fig. 80) en DMSD-d6mostraba una molécula de na
turaleza aliFática y sólo tres señales: un multiplete a 3,65 ppm(2H), un doble

te a 4,15 ppm (lH) y un doble doblete a 4,45 ppm (lH).

El espectro de masas de XVpresentaba un ión molecular débil a M+182, con

sucesivas pérdidas de 18 uma, lo que demostraba que se trataba de una molécula

pequeña muyhidroxilada.

La acetilación de XV, llevada a cabo de la manera usual, produjo un derivado

acetilado cuyo espectro de 1H-RMNde 100 MHzen CISCO(Fig. 81) permitió eluci
dar la estructura, ya que presentaba tres señales, dos de ellas Formandoun sis

tema ABXcuya parte X Formaba un sistema ABcon la señal restante, como se de

mostró por experimentos de doble resonancia. Al irradiar en 5,1 ppm (zona X del

sistema ABX)el doble cuarteto presente ¿a 4,2 ppmen el espectro original, se

resolvia en dos dobletes de J: 6,5 Hz,y al irradiar a 4,2 ppm(zona ABdel sis

tema ABX)el multiplete a 5,08ippm se transFormaba en un doblete de J: 4 Hz,

acoplado al doblete a 5,4 ppmpresente en el espectro irradiado y enel original.

Se dedujo que se trataba de una molécula simétrica con tres grupos de proto

nes equivalentes, que se asignó, por sus datos espectroscópicos, a D-manitol.

El eSpectro de masas del derivado acetilado resultó coherente con la estruc

tura asignada, mostrando un M+ a 434, muy débil, y los Fragmentos originadós

por escisión entre los carbonos de la cadena del hexitol, junto con los iones

resultantes de las pérdidas de ácido acético y cetena a partir de ellos. Se com

probó Finalmente la identidad por conparación por cromatograFia gas-liquido

(columna de ECCNS4M3 %) contra hexaacetilmanitol testigo.

Por lo tanto, Nierembergia hipEomanica contiene D-manitol (XV).
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Fig. ao: Espectro de H-RMNde xv, en DMSO-dó(100 MH¿).
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Fig. 81: Espectro de H-HMNdel derivado acetilado de xv, en 813CD(100 MHZ).
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c) Estudio del extracto de acetato de etilo

c.l) Flavonoides acilados

Para el estudio de los Flavonoides minoritarios encontrados en la Fracción 6

del Precipitado l, se decidió realizar una extracción directa de Flavonoides a
partir del extracto metanólico total, comose indica al comienzode este capi

tulo. El extracto acetato de etilo asi obtenido, estaba enriquecido en estas

sustancias, purificado de clorofilas y compuestosno polares por la extracción

previa con cloroFormoy relativamente libre del Flavonoide mayoritario extraido

preferencialmente en el extracto de butanol. Los compuestos Fenólicos estaban

aconpañadosen este extracto por dos sustancias de naturaleza terpénica, sobre

las que se trabajó comose discutirá en la sección c.2), (ccd; silicagel; com

puestos Fenólicos: RF 0,34 (x), 0,40 (x1) y 0,47 (x11); compuestos terpénicos:

RF 0,24 (XVI) y 0,37 (XVII); benceno: acetona,l:2).

DeSpuesde varios intentos infructuosos de separar esta mezcla de F1avonoi

des minoritarios, se recurrió a las repetidas cromatografias en columnasde si

licagel, en un proceso iterativo, para lograr el enriquecimiento de las Fraccio

nes en cada uno de los Flavonoides, hasta alcanzar la pureza necesaria. El fla

vonoide X, presente en muypoca cantidad, Fue considerablemente más dificil de

separar ya que siempre se encontraba impurificado con uno de los terpenoides.

Se lo aisló Finalmente por medio de una columna de tEphadex LH-20.

El espectro infrarrojo de los tres Flavonoides (X, XI y XII) presentaba ab

sorciones análogas a las de pinocembrina-7-Ü-neohesperidósido (VII) (tensión

Ü-Ha 3300 cm_l, de carbonilo a 1630 cm-l, de unión glicosidica a 1075 cm—1y

bandas de benceno polisustituido a 895, 840, 815, 775, 738 y 705 cm—l)pero a

parecia en cada uno de ellos una nueva señal, de carbonilo de éster, a 1720 cm-l.

Los espectros ultravioleta de X, XI y XII eran exactamente superponibles a1

de VII, tanto en metanol comocon los reactivos de desplazamiento.

El espectro de lH-RMNde 60 MHzde cada uno de ellos, correspondía al de un

glicósido de flavanona y eran similares al de VII, excepto por un singulete

alrededor de 2 ppm, que hizo pensar en la presencia de una unidad de acetilo
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Fic. 83: Espectro de H-RMNde x1, en DMSO-dó(sc MHz).
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Fig. 84: Espectro de H-RMNde x11, en DMSO-ds (60 MHz).

en cada una de estas tres moléculas (Figs. 82, 83 y 84).

Por hidrólisis ácida se obtenían, en los tres casos, pinocembrina, D-glucosa

y C-ramnosa. La acetilación total de estos Flavonoides por el método usual, con

dujo a un mismo compuesto, idéntico a heptaacetato de pinocembrina-7-0-neohes

peridósido (ccd, IR, 1H-RMN).Por desacetilación en condiciones uSuales, con

metóxido de sodio en metanol, de cada uno de estos conpuestos, se obtuvo pino

cembrina-7-O-neohesperidósido (VII).

De todos estos datos quimicos y espectroscópicos se dedujo que los tres Fla

vonoides minoritarios X, XI y XII, eran derivados monoacetilados naturales de

pinocembrina-7-O-neohesperidósido(VII), que diferían entre si en la localiza

ción del acetilo entre los hidroxilos del glicósido.

Los espectros de masas de los conpuestos XI y XII, eran iguales entre si.

Presentaban pico base a m/e 256, correspondiente a pinocembrina y las rupturas

de la aglicona ya descriptas (Fig. 67). Pero a masas más bajas se observaban

dos nuevos Fragmentos (m/e 189 y 171, ambos de intensidad de aproximadamente el

40 % del pico base) que no correspondían a la aglicona.
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Se asignó a m/e 189 la estructura del oxonio de monoacetilramnosa, y a par

tir de este Fragmento, las pérdidas de agua (m/e 171), cetena (m/e 147) y áci

do acético (m/e 129) (Fig. 85).

H 6 HO ¡5

\ — H 0fi—>
m/e 189 C3 \> m/e 171

CH3CO OH OH 0H300 H

— CH 43:01 ‘ CHaco2

H Ü

—H0 \ m/e 129e 147 ——-2———> CH"‘/ ._3_

HÜ

F'g. 85: Fragmentaciones del ión oxonio de monoacetilramnosa.

Aparentemente la unidad acetilada de estos dos conpuestos era la ramnosa ter

minal, sin embargo, se buscó un método que lo demostrara más claramente.

_Sabiendoque la espectrometria de masas de los Flavonoides trimetilsililados
(147, 148) permitía establecer la secuencia de azúcares y ver la naturaleza del

disacárido unido a la aglicona, se intentó utilizar este metodopara determinar

en cuál de las unidades del disacárido se encontraba el grupo acilante, si bien
no se conocían antecedentes del uso de este método en Flavonoides acilados.

Por lo tanto, cada uno de los tres flavonoides Fue sililado (151) y se rea

lizaron sus espectros de masas.

Los resultados para estos derivados se observan en la Tabla 17 y el origen

de esas rupturas en la Fig. 86, ejenpliFicado para el derivado trimetilsililado

de pinocembrina-7-O-neohesperidósido (VII TMS).



Fig. 86:

OTMS

OTMS Ü

Esquemade las Fragmentaciones del trimetilsililder‘ivado de VII.

Tabla 17: Valores de los principales iones de los trimetilsililder'ivados de pi

nocenbr‘ina-7-O-C) —neohesperidósid0 (VII) y de 105 conpuestos X, XI
y XII en sus eSpectros de masas.

A+H A+H—15 A+H 0 D-60 D-60-90 0-90 T+0R T T-60 T-90

VII 32s 313 400 741 — - 651 451 363 - 273

x 328 313 400 711 651 561 521 451 353 - 273

x1 320 313 400 711 651 561 521 421 333 273 243

x11 320 313 400 711 551 551 521 421 333 273 243

R: ws 90 uma: TMSiOH
60 uma: CHSCOOH
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Los Fragmentos de la aglicona correspondían a la ruptura entre el oxígeno

glicosidado y el C-l del azúcar con transferencia de H y/o trimetilsililo (TMS)

siendo para estas Flavanonas A+H-15el Fragmento de aglicona más importante.

Pudoobservarse sin diFicultad en estos derivados, el ión correspondiente al

disacárido trimetilsililado comoSu oxonio. Las masas esperadas para disacári

dos de glucosa y ramnosa escindidos de este modo, son m/e 741 y 742 (D+H). El

ión 741 se observó en el derivado trimetilsililado de pinocembrina-7-O-neohes

peridósido (VII TMS),pero no existía en ninguno de los espectros de masas de

los derivados trimetilsililados de los tres Flavonoides minoritarios (X TMS,

XI TMSy XII TMS). En cambio se observaba en cada uno de ellos un Fragmento a

m/e 711, que se asignó al disacárido de glucosa y ramnosa monoacetilado trime

tilsililado. Apartir de este Fragmentose originaba el ión correspondiente a

la pérdida de silanol (0-90) comoes característico para los glicósidos de neo

hesperidosa (147). Comose observa en la Tabla 17, este ión valía 651 para VII

TMSy 621 para X TMS, XI TMSy XII TMS, indicando nuevamente 1a presencia de

una unidad de acetilo en la porción de1.disacárido de cada uno de estos tres

compuestos. Además,se observó a partir del ión 621, la pérdida de ácido acéti

co [m/e 561).

La escisión del azúcar terminal produjo iones intensos en Formade oxonio

trimetilsililado. Para VII TMS,éste correspondía a m/e 363, coherente con ram

nosa comoaiühar terminal y la correspondiente pérdida de silanol (m/e 273).

El estudio de estos picos importantes en los espectros de XII TMS,XI TMSy X

TMS,condujo a interesantes conclusiones: mientras en los espectros de XI TMS

y XII TMSno existían 363 y 273, aparecían m/e 333 y 243, indicativos de la pre

sencia de un acetilo reenplazando un grupo trimetilsililo en el oxonio de la

ramnosa terminal de estos glicósidos. En el espectro de X TMS,los iones corres

pondientes a1 azúcar terminal eran iguales a los de VII TMS(Tabla 17).

Los Fragmentos obtenidos por transFerencia de TMSOhacia el azúcar terminal

eran coherentes con los anteriores, ya que se encuentra 451 en el eSpectro de

masas de VÏI TMSy X TMS,y el ión m/e 421 para los espectros de XI TMSy XII

TMS (Tabla 17).
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El Fragmento S, correspondiente a la aglicona más el azúcar directamente u

nido a ella se observó con dificultad y a veces no fue detectado, por lo que no

se lo utilizó comodiagnóstico.

Por todo esto se dedujo, que los tres compuestos tienen un grupo acetoxi en

el disacárido glicosidante, XI y XII en el azúcar terminal (ramnosa),y X en el

azúcar directamente unido a la aglicona (glucosa). Por otra parte, el uso de la

espectrometría de masas de los derivados trimetilsililados en Flavonoides aci

lados resultó muysatisfactorio.

Localización exacta de lagposición del acetilo

La comparación de los espectros de lH-RMNde los flavonoides trimetilsilila

dos con el de pinocembrina-7-O-neohesperidósido trimetilsililado-( VII TMS),

permitió establecer las diferencias en las resonancias de los protones afecta

dos por la acilación.

En el compuesto XII TMS,la diferencia más notable que surge de 1a compara

ción con el espectro de VlITMS(Figs. 87 y 88 respectivamente) es la complicación

de la zona anomérica, en la que se encuentra un doble doblete superpuesto a la

señal del protón anomérico de glucosa (5,12 ppm). Ese doble doblete se asignó

a la señal del metino‘>( al hidroxilo acetilado, desplazada por esta razón al

rededor de +1 ppmdel resto de los protones del glicósido. En XII, en el que se

habia establecido por espectrometría de masas que la unidad acilada era la ram

nosa, las posibles localizaciones del acetilo se reducian al ÜH-2, 0H-3 u ÜH-4

de ramnosa. Las constantes de acoplamiento del doble doblete eran 2 y a Hz y

se dedujo , por su magnitud pequeña, que se trataba de una constante de acopla

miento ecuatorial-ecuatorial y de una ecuatorial-2532; (153). El único protón
en condiciones de producir estos tipos de acoplamientos era el H-2 de ramnosa

(H-2"'), cuyo ÜH-2es giga; y por la configuración o< de la unión interglico

sídica poseía un acoplamiento ecuatorial-eCuatorial (J: 2 Hz) con el protón a

nomérico y una ecuatorial-añigl (J: 4 Hz) con el H-3 de ramnosa (H-3"').

Para el derivado trimetilsililado de XI (x1 TMS)(Fig.89) el espectro reali

zado del mismo modo y comparado tambien con el de VII TMS, se observaba igual
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Fig. es; Espectro de H-RMNdel derivado trimetilsililado de VII en c13co(100 MHZ)
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mente la existencia de una tercera señal en la zona anomérica. Tambienen este

flavonoide se habia establecido que el acetilo estaba en la ramnosa y por lo

tanto las posiciones posibles eran sólo OH-By UH-ade este azúcar, ya que es

te segundo Flavonoide (XI) era un compuesto distinto de XII.

Si se tenian en cuenta las configuraciones de los carbonos de ramnosa, se

observaba que para el H-3"' se esperaría un acoplamiento Egigl-ecuatorial con

el H-2"' y uno Egialïgiial, de magnitud muchomayor, con el H-4"', mientras

que para el caso del H-4"', esta debería presentar dos acoplamientos 2522;

géigl de magnitudcomparable con los H-3"' y H-5"' (153). En este caso parti

cular de diferentes acoplamientos, se podria entonces establecer sin inconve

niente, la situación del acetilo en esta molécula por estudio de las constantes

del protón desplazado por la acetilación, por lH-RMN.Sin embargo, el análisis

del espectro del derivado trimetilsililado de XI (Fig. 89) no Fue totalmente

concluyente por la gran superposición de las señales del metino desplazado y

del H-l de glucosa, aunque se podia suponer, por la Formade la señal, que ese

metino era el H-3"'.l 4

==::':::H

. l
_Fig. 89: Espectro de H-RMNdel derivado trimetilsililado de XI en C1300 (100 M42)
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Esta asignación se aseguró totalmente con la realización de los espectros

de los Flavonoides libres en piridina deuterada a 300 MHzaprovechando los des

plazamientos inducidos por la anisotropia del solvente.

Comose observa al conparar los espectros de pinocembrina-7-O-neohesperidó

sido (VII) (Fig. 90) y los de los Flavonoides x1 (Fig. 91) y x11 (Fig. 92) en

piridina-d a 300 MHz,las señales de los protones anoméricos y las de los pro5
tones desplazados por la acilación, pueden distinguirse y asignarse Facilmente

por sus constantes de acoplamiento. La existencia de un doble doblete de J= 1,5 y

3 Hz en 4,86 ppmen el espectro de VII, que se desplazaba a 6,0ü ppm en el es
pectro de XII, demostraba 1a asignación de la localización del acetilo en ÜH-2

de ramnosa en ese Flavonoide (Fig. 92). En el espectro de XI, la señal que se

habia desplazado estaba en 5,83 ppm (4,54 ppmen el espectro de VII) y era un
doble doblete de J: 3 y 10 Hz, que se asignó al H-S de ramnosa, que como se dis

cutió anteriormente presentaba una constante de acoplamiento ecuatorial-3532;

(J: 3 Hz) y otra géiglïgiigl (J: 10 H2), habiéndose desplazado por la acilación

del 0H-3 de ramnosa en ese compuesto (Fig. 91).

En el caso de X, flavonoide acilado en la glucosa, no se observó ningún pro

tón desplazado a la zona anomérica en el espectro del derivado trimetilsilila

do (Fig. 93). En la comparación con el espectro de VII trimetilsililado se ad

virtió que la diferencia consistía en un multiplete a 4,5 ppmpresente en el

Flavonoide acilado. En base a este hecho se deduj0¡que el acetilo debia estar

ubicado en el ÜH-6de glucosa, porque mientras los metinos se desplazan aproxi
madamente+1 ppm , los metilenos se desplazan +0,5 ppmpor el reemplazo de hi

droxilo por acetato en el carbono al que están unidos (152). Para este compues

to no se obtuvo mayor información en el espectro realizado en piridina-ds.
Por lo tanto se asignaba tentativamente la estructura de pinocembrina-7-D

(2"'—O-acetil) neohesperidósido a XII, la de pinocembrina-7-O-(3'"-O—acetil)

neohesperidósido a XI y la de pinocembrina-7-O-(6"—0—acetil) neohesperidósido

a X, con los métodos espectroscópicos aplicados hasta el momento.
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l
Fig. 90: Espectro de H-RMNde pinocembrina-7—O—neohesperidósido (VII), en

piridina-ds (300 IVHz).

. l

F19. 91: Espectro de H-RMNde XI, en piridina-d5 (300 MHz).
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5 (300 M-lz).
1

Fig. 92: Espectro de H-HMNde XII, en piridina-d

1

Fig. 93: Espectro de H-RMNdel derivado trimetilsililado de X en C13CD(60 MHz)
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Las asignaciones tentativamente realizadas por lH-RMNresultaron confirmadas

por los estudios conparativos de los espectros de 13C-RMNde cada Flavonoide y

de pinocembrina-7-0-neohesoeridósido, asignado comose discutió anteriormente.

Basándose además, en los deSplazamientos conocidos (162) de la resonancia de

un carbono hidroxilado por la acilación (alrededor de 2 ppma canpos más bajos)

y las de sus dos carbonos vecinos (que simultáneamente aparecían daSplazados,

en magnitud semejante pero a camposmás altos), se realizaron las asignaciones

que se registran en la Tabla 18, detectándose los desplazamientos que se esque

matizan en la Fig. 94.

La presencia de un singulete (cuarteto en los experimentos de desacople par

cial) alrededor de 21 ppm, en los espectros totalmente desacoplados de los tres

compuestos, confirmaba al grupo acetilo comoacilante (9H300—).
La comparación del espectro de XII con el de VII presentaba cambios, únicamen

te en las señales asignadas a los carbonos de ramnosa: en la zona de 72|me, no

aparecia ninguna señal en el espectro de XII, si bien, alli se encontraban los

0-2 y 0-3 de ramnosa en el eSpectro de pinocembrina-7-0-neoheSperidósido (VII).

Otra diferencia se observó en la señal del carbono anomerico de ramnosa, deSpla

zada alrededor de 3 ppma canpos más altos en el eSpectro de XII. De estos datos

se dedujo que la señal de C-2"', se habia desplazado a canpos más bajos por la

acetilación, mientras sus carbonosvecinos (C-l"' y C-3"'), se protegian. Se

asignó entonces a XII la estructura de pinocembrina-7-0- G)-(2"'—0—acetil)neo—
hesperidósido. i

En el espectro de XI (en piridina-ds), respecto al de VII, tambien Se adver
tian cambios en los carbonos de ramnosa: la señal desplazada de 72,40 a 76,50 ppm

se asignó a C-3"', y las deSplazadas de 72,02 a 70,10, y de 73,66 a 71,08 ppm,

se asignaron a C-2"' y C-4"' respectivamente. Por estos datos se concluye que

el compuestoXI es pinocembrina-7-0- G>-(3"'—0—acetil)neohesperidósido.
En el de X, las únicas diferencias respecto al espectro de VII, se advirtie

ron en las resonancias asignadas a los 0-5 y 046 de glucosa (0-5" y 0-6" reSpec—

tivamente). Esta última, Fácilmente identificable entre los carbonos de glucosa,

se desplazó a camposbajos, mientras el 0-5" se protegía.
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Tabla 18: Desplazamientos químicas de 105 carbonos de pinocembrina-7-O- g>-neo
heSperidósido (VII) y de los compuestos X, XI y XII, en sus espectros

3
de l C-RMNen piridina-ds, a 75,45 MHz.

VII XII x1 x

EHacc). 21 , 05 21 , CB 20,80

0-2 79,50 79,40 79,44 79,53

C-3 42,30 42,50 43,00 43,50

0-4 195 , 70 195 ,50 195 ,51 195, 54

C-S 154,10 154,10 154,40 154,50

055 95,25 95,25 95,19 95,40

0-7 155,05 155,99 155,11 155,05

Cea 97,70 97,70 97,50 97,75

0-9 153,34 153,35 153,35 153,35

0-10 104,30 104,35 '104,30 104,45

C-l' 139,10 139,10 139,35 139,00

C—2'y 6' 125,53 125,53 125,50 125,53

C-3’ y 5' 129,15 129,30 129,11 129,05

G-4' 129,05 129,10 125,99 129,05

C-l G 99,20 99,20 99,00 99,46

0-2 G 75,00 _77,79 75,30 77,55

C-3 G 75,50 75,54 75,90 79,00

0-4 G 70,50 70,90 70,70 71,27

C-5 G 75,50 75,35 75,90 75,61

0-6 G 51,77 51,75 52,00 54,20

C-l R 102,37 99,14 102,55 102,45

C-2 R 72,02 73,79 70,10 72,30

0-3 H 72,40 70,17 75,50 72.71

0-4 R 73,55 73,79 71,05 74.02

0-5 R 59,50 59,53 59,55 59,90

045 R 15,70 15,57 15,50 15,81

CHCO- 171,05 170,54 170,103
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Fig. 96: Esquema comparativo de los eSpectros de C-RMNde los compuestos VII,

X, XI y XII, en piridina-ds, indicando los desplazamientos observados
por la acilación en los carbonos de los azúcares (zona 60-105 ppm).
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Por lo tanto se concluye que X está acetilado en el ÜHASde glucosa y se le

asigna la estructura de pinocembrina-7-0-(6"-O—acetil) neohesperidósido.

CogErobaciónguímica de las estructuras asignadas

Comoestos compuestos nunca habían sido aislados anteriormente de Fuente na

tural, se decidió confirmar químicamenteSUSestructuras.

El métodose basó en 1a metilación total de los glicósidos con un reactivo'

que para metilar no requiriera mediobásico, en el que los grupos acilos eran

reemplazados o migraban, por lo que no podía utilizarse ninguno de_los metodos

clásicos que se Fundanen la ionización de los hidroxilos a metilar (186).

El triflato de metilo (trifluormetanosulfonato de metilo) era adecuadopor

ser un metilante poderoso que no requería medio básico Fuerte y había sido apli

cado en el estudio de varios polímeros naturales con sustituyentes acilo (191).

Se sometió la mezcla de los Flavonoides XI y XII a la metilación en las con

diciones descriptas para compuestos polares (193), no contándose con material

suficiente del FlavonoideX, para realizar con él similar análisis.

La mezcla de reacción.convenientemente purificada, se sometió a hidrólisis

ácida. Los azúcares obtenidos por medio de extracción en.la Fase de acetato de

etilo se purificaron de la aglicona por pasaje a través de una resina de inter

cambiodébilmente alcalina y luego se redujeron y acetilaron del modousual.

Los alditoles acetilados parcialmente metilados asi obtenidos se analizaron por

cromatografía gasélíquido y eSpectrometria de masas acoplada al cromatógrafo

gaseoso (Fig. 95). El cromatogramaasí obtenido presentaba tres picos principa

les, cuyos tienpos de retención relativos a l,5-diacetil-2,3,4,6—tetrametilglu

citol eran 0,89; 0,97 y 2,0 respectivamente. El análisis de los espectros de

masas, con la asignación de las Fragmentaciones primarias y secundarias (204)

de cada uno de estos alditoles, permitió establecer para ellos las estructuras

de 3,4-di-O-metil-1,2,5—triacetilramnitol (Fig. 96), 2,4-di-0-metil-l,3,5-tri—

acetilramnitol (Fig. 97) y 3,4,6-tri-O-metil-l,2,5;-triacetilglucitol (Fig. 98)
respectivamente para cada uno de esos picos. Observando el esquema de la secuen

cia de reacciones expuesta, se deduce que eran los productos esperados según
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las asignaciones previas, probandoasi las estructuras propuestas (Fig. 99).

Para poder compararestos alditoles con los correSpondientes testigos, se sin

tetizaron, por metilación parcial por el métodode Purdie, ramnosas con distin

tos grados de metilación, que se redujeron y acetilaron luego de su separación

en columnas de silicagel y se estudiaron comose discutió anteriormente. Se com

pararon los ramnitoles obtenidos por metilación e hidrólisis de los Flavonoides

con estos testigos, pudiendoasi corroborar las estructuras postuladas por Sus

tiempos de retención relativos y sus espectros de masas.

M52:
Columna de ECNSS-M 3%

Tenperatura: 150°C
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F'g. 95: Cromatogramagaseoso de los alditoles parcialmente acetilados y meti

lados, producto del análisis por metilación de los conpuestos XI y XII.
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0.2) Compuestosesteroidales

En el extracto de acetato de etilo, que contenía los Flavonoides acilados,

se encontraban ademásdos conpuestos de naturaleza terpénica (ccd; sílicagel;

RF0,24 (XVI) y 0,37(XVII); benceno: acetona,l:2; revelador: anisaldehído-SOaH2

o vainillina-SüaH , color verde oliva). Separarlos conpletamente de los Flavo
noides resultó diFicultoso debido a su polaridad similar, por ello Fue necesario

recurrir a las columnasde alúmina, sobre las Fracciones enriquecidas, que re

tenían y desconponían a los Flavonoides, pero permitían la elución de los com

puestos terpénicos. La posterior puriFicación se realizó en columnasde sílica

gel.

El espectro ultravioleta del conpuesto XVI, de mayorabundancia, presentaba

un máximo en 242 nm que sugería la presencia de un carbonilo D(, Q>-mmsaturado
(246). Su espectro infrarrojo tenía absorciones de tensión 044 a 3560 cm—l,de

tensión aliFática a 2860 cm-l, mientras que a 1660 y 1640 cm"l presentaba las

SÉñales Fuertes de carbonilo y doble enlace de cetona c( , —nosaturada (246).

Entre 1470 y 1450 cm_1poseía absorciones de Flexión de metilo, a 1075, 1060 y

la de Flexión Fuera del plano
-1 —l

1030 cm _las de deFormación D-H, y a 682 cm

de un doble enlace (Fig. 100).

.Fig. ICC: Espectro infrarrojo del conpuesto XVI(en pastilla de BrK).
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El eSpectro de 1H-RMNde XVI a 100 MHzen acetona deuterada mostraba singu

letes agudos en 0,90; 0,93 y 1,18 ppmcorrespondientes a cinco metilos angula

res, multipletes entre 1 y 2 ppmcorrespondientes a los metilenos, entre 3,10

y 3,85 ppmtres metinos °< a hidroxilo y a 5,65 un protón oleFinico (Fig. 101).

El espectro de lH-HMNde XVIa 100 MHzen piridina-ds, que presenta las se
ñales cercanas a grmpospolares desplazadas por 1a anisotropia del solvente,

'mostraba cuatro singuletes en 1,04; 1,18; 1,37 y 1,56 ppmque integraban respec-.

tivamente para 3, 3, 6 y 3H, los dos últimos deberian corresponder a metilos u

nidos a un carbono que llevara un grupo polar, por el desplazamiento respecto

al espectro en acetona (Fig. 102).

La acetilación de XVIcondujo a un derivado triacetilado, comose advirtió

en el espectro de lH-HMNen C1300 de ese producto (Fig. 103) y la presencia de
la absorción de tensión O-Hen el espectro infrarrojo de este derivado indicó

que en la molécula aun quedaban hidroxilos no acetilados.

De acuerdo al análisis de los espectros mencionados, la estructura de XVI

debia poseer un carbonilo b(,(> -no saturado, un protón vinilico que mostraba
partición alilica, cinco metilos angulares, tres de ellos probablemente°< a

hidroxilo (y dentro de este grupo dos casi equivalentes), tres hidroxilos ace
tilables, probablemente secundarios ya que las señales de los H-o( se deeplaza

ban comometinos (l-l,5 ppm) con la acetilación y varios metilenos y metinos de

esqueleto de un núcleo policiclico tipo esteroidal.

Comosuele ocurrir con este tipo de moléculas, la espectrometria de masas

resultó caracteristica y de gran utilidad. En el espectro (Fig. 104) de XVI,
el ión de mayor masa observado era m/e 462, con tres pérdidas de 18 umaa par

tir de él, que originaban los iones m/e 444, 426 y 408, con pérdidas de 15 uma

a partir de cada uno de ellos. Por consiguiente, la Fácil deshidratación era un

buen indicio de hidroxilos terciarios, mientras que la pérdida de metilo indi

caba metilos angulares.

Otra secuencia de deshidrataciones se iniciaba a partir del pico m/e 363,

que por tres pérdidas de 16 umaoriginaba m/e 345, 327 y 309, todos ellos de



1

Fig. 101: Espectro de H-RMNde XVI en acetona-d6 (100 MHZ).

f

fi” UL
l

Fig. 102: Espectro de H-HMNde XVI En piridina-d5 (100 MHz).
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gran intensidad.

En la región de masas bajas del espectro, se encontraban los iones m/e 173,

143, 125 (143-18), 99 (pico base) y 81 (99-18) muyintensos,que se podian con

siderar originados por la cadena lateral de un esteroide. Pero para un esteroi
+

de de C27, e1 ión 462 correspondería a una Fórmula molecular C H 0 con siete27 42 6
- +

insaturaciones, m/e 99 a una cadena lateral de CsHllO con una insaturación y
. + ‘ ' I n

m/e 363 al núcleo esteroidal de C21H3105 con seis insaturaciones. Noparecia
correcto que la cadena lateral poseyera una insaturación ya que, a1 no oÉservar

se metilo alguno sobre doble enlace en los correspondientes espectros de H-RMN.

deberia verse en tal caso más de un protón olefinico, lo que no ocurría en es

tos eSpectros. Por lo tanto, se supuso que este fragmento m/e 99, provenía en
+

C H D
6 13 2 ) '

ión que tambien se encontraba en el espectro, aunque con intensidad de 5 %.

realidad, de la deshidratación de una cadena lateral de m/e 117 (

+ +
Entonces, el ión de mayor masa m/e 462 era realmente M—18porque M 480,

+

para [327H4407con seis insaturaciones, resultaba más lógico para los cuatro
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Fig.104: Espectro de masas de XVI.

ciclos de un esteroide, más un carbonilo C1,G,-no saturado, tres hidroxilos
acetilables y por lo menostres hidroxilos terciarios, dadas las repetidas pér

didas de agua observadas en el espectro de masas de XVI (Fig. 104).

Entre los esteroides polihidroxilados conocidos, los ecdisteroides (Fig. 105)

eran los que presentaban este tipo de comportamiento espectroscópico (264).

R: H , ecdisona

R: OH, ecdisterona

Fig. 105: Esqueleto básico de los ecdisteroides, ejenplificado con los dos
más difundidos, ecdisona y ecdisterona.
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Los espectros UVe IR correspondían a los de una 7-en45-ona y, como estaba

descripto para los ecdisteroides (73), para conprobar la existencia de un sis

tema 14—hidroxi-7-en-6-ona,se realizó el espectro ultravioleta luego del tra

tamiento del conpuesto XVI con ClH/MeOHa 70°C durante 15 minutos. Asi, se ob

servó, comose esperaba para la existencia de este sistema, 1a aparición de dos

nuevos máximosa 240 y 300 nm, el de mayor 2.oorrespondiente al sistema 7,14(15)

dien-6-ona y el de menor JI al cromóforo 8(9), 14(15)—dien-6-ona (73, cap.II),

originados por la deshidratación en medioácido.

Los desplazamientos quimicos de los metilos angulares de XVIen el espectro

de lH-RMNen piridina-ds, indicaban la presencia de un hidroxilo en C-20 (CH3-21

asignado a 1,56 ppm y CH-1a a 1,18 ppm) (95) y en 0-2; (CH3-26 y 27 en 1,37
1

3

ppm). El restante metilo angular se asignó a CH3—19(1,04 ppm). La señal en 6,18
ppmcorrespondía al H-7 olefinico (Fig. 102).

Los picos impares del espectro de masas originados por pérdida de la cadena

lateral (m/e 353, 345, 327 y 309) sugerían la presencia de 0H-22 (77) (Fig. los}

ya que en caso contrario la pérdida de esta cadena se hubiera producido con re

ordenamiento de hidrógeno dando Fragmentos pares (73, 77).

Con estos datos, el conpuesto XVIpudo ser caracterizado como2,3,14,20,

22,25-hexahidroxicoprost-7-en-6-ona (ecdisterona), (Fig. 105).

Esto Fue confirmado por conparación con un testigo auténtico de ecdisterona
obtenido de Taxus baccata.

En cuanto a la estereoquimica de los 0-2 y C-B, se determinó que ambos po

seian la configuración ÉJDOFcomparación del espectro de 13C-HMNdel compuesto

natural con el de ecdisona, cuyas configuraciones eran conocidas como (3 , <5.
En 1a zona de carbonos hidroxilados (65-80 ppm) del espectro de ecdisterona na

tural se observó la presencia de una señal adicional debida al 0-20.
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Fig. 106: Principales fragmentaciones

de ecdisterona (XVI).

El segundo compuesto terpénico XVII, de este extracto de acetato de etilo,

se encontraba en menor cantidad y Fuertemente impuriFicado con los flavonoides

acilados de los que no pudo ser aislado hasta utilizar columnasde alúmina.

Este compuestomostraba reacciones tipicas de ecdisteroides, sin embargono

absorbia al UVy su espectro infrarrojo mostraba la señal de un carbonilo ais

lado a 1695 cm_l. El espectro de lH-RMNde XVII presentaba un doblete en 0,82

ppm(GH, J: 6 Hz) indicativo de un grmpo isopropilo (Fig. 107). Aparecian ade

mástres singuletes de metilos angulares. Es sabido que la presencia de hidroxi

lo en C-20, altera las resonancias de los metilos 21'y 18 de un ecdisteroide,

desplazándolas a campos más bajos (96). De acuerdo a esto, podian asignarse en

el espectro de XVII los singuletes a 1,53 y 1,23 ppm a CH3-21y CH-18 respec3

tivamente. Por otra parte, el grupo isopropilo se podia asignar a CH3—26y 27.

El singulete restante debia asignarse a SHS-19(1,40 ppm), si bien se encontra
ba a camposmás bajos que los valores registrados para ese metilo en la mayoria

de los ecdisteroides. Sólo en los casos de hidroxilación en la vecindad del

CH3—19,se observa desprotección de ese metilo (83, 85).
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Fig. 107: Espectro de H-RMNde XVII, en piridina-ds (50 MHz).

El doble doblete en 4,65 ppmFue atribuido a un metino unido a hidroxilo,

probablemente ubicado en la cadena lateral, observándose además, otras tres se

ñales de metinos 0( a hidroxilos.

El espectro de masas de XVII (Fig. 106) presentaba comopico de mayor masa

m/e 467, aconpañado de m/e 464, lo cual hacia suponer que el ión molecular era

482 y que los Fragmentos indicados correspondían a pérdidas de metilo y agua

respectivamente a partir del ión molecular. Desde los picos mencionadosse ob

servaban además sucesivas deshidrataciones. A 101 umadel Fragmento m/e 464 se

iniciaba una nueva serie de deshidrataciones que originaban picos intensos a

m/e 363, 345, 327 y 309. Si bien el ión m/e 363 representaba al núcleo esteroi

dal de estos conpuestos comoen ecdisterona (XVI). Su masa no podia estar de a

cuerdo con la ausencia de absorción al UV, ya que se requeriría saturación del

doble enlace ¿X7 o ausencia del grupo 7-end6-ona, con lo que variaria la masa

del Fragmento. Se especuló entonces con la idea de que, si el doble enlace es

taba saturado pero existia otro oxigeno en el núcleo esteroidal, se Sumarian
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Fig. 108: Espectro de masas de XVII.

18 umaentre ambas modificaciones y el ión del núcleo esteroidal correspondería

a m/e 381, el cual por deshidratación daría las mismasmasas para 1a secuencia

de deshidrataciones. El ión m/e 381 estaba presente en el espectro aunque con

abundancia menor del 4 %. Esto apoyaba la hipótesis expuesta y este nuevo hi

droxilo debería estar en la vecindad del CH3-19 para provocar su desprotección.
La escisión en picos impares sugería la presencia del grupo 20,22-diol comose

discutió para ecdisterona.

En la región de masas bajas aparecían los iones de la cadena lateral en m/e

145, 127 ,109, lÜl de baja intensidad y 83 inportante. Por analogía con ecdiso

na m/e 145 se podía asignar a la ruptura C-l?/C—20de una cadena lateral con

dos hidroxilos, m/e 127 y 109 a dos sucesivas pérdidas de agua y m/e 101 a la

ruptura C-20/C-22, originando m/e 83 por deshidratación de su único hidroxilo

(Fig. 109).Por lo tanto quedaba determinada la estructura de 1a cadena lateral.

El estudio del espectro de lH-RMNdel derivado acetilado de XVII mostró la

presencia de cuatro acetilos, indicando la presencia de cuatro hidroxilos ace



381 l
m/e m/e 309

Fragmentaciones asignadas a XVII.Fig. 109:

tilables en XVII, y cuatro señales de metinos °< a acetilos,de las cuales, un

multiplete en 5,40 ppm, coincidia con el descripto para el H-ll de ajugastero

na C (Fig. 110), con un hiï'rïilo alfa en esa posición.

j
T A

. 1F19. 110: Espectro de H-RN-Ndel derivado auctllado de XVII.
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Todosestos resultados condujeron a proponer la estructura de 7,8-dihidro

ll-hidroxiponasterona A (7,8-dihidroajugasterona C) (Fig. 111) para el conpues

to XVII, restando la comprobación quimica de esta asignación.

Se han descripto dos 7,8-dihidroecdisteroides aislados del helecho Cheilantes

ternifolia cuyas estructuras correspondena 7,8-dihidroecdisona y 7,8-dihidro

25-desoxiecdisona, denominadosrespectivamente cheilantonas A y B.(95).

Fig. lll: Estructura propuesta para XVII, correspondiente a 7,8-dihidrorllc< 
hidroxiponasterona A.
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d) Marchasggarativa de alcaloides

El estudio de los alcaloides de Nierembergia higpomanica se realizó mediante

una marchaseparativa a partir del extracto metanólico, extrayendo con éter etí

lico y cloroformo a pH 10. La cromatografía en capa delgada (Cod) con distintos

sistemas de solventes de los extractos obtenidos, mostraban varias manchascon

reacción positiva frente al reactivo de Dragendorff, mientras que en el marco

acuoso de la extracción, aun permanecían sustancias con reacción de alcaloides

que por ser inextraíbles con solventes orgánicos, se trabajaron comoalcaloides

cuaternarios (265) comose discutió en la sección a) de este capítulo.

d.l) Extracto etéreo a EH10.

El rendimiento de este extracto respecto a planta seca fue de 0,07 %. En to

dos los materiales vegetales estudiados a lo largo de este trabajo se observa

ron en este extracto esencialmente dos manchas (cod; sílicagel; Rf 0,30 y 0,76

cloroformo sat. de amoniaco: metanol,6:4; rev. Dragendorff) pero se advirtió

una notable variación en las cantidades relativas de cada uno de ellos, según
el origen del material vegetal. Ambosse encontraban en el material proveniente

de La Pampa, mientras que en las plantas originarias de Córdoba y Catamarca se

hallaba principalmente el alcaloide de mayorRf. Conreferencia al alcaloide de

Hf 0,30, vale la pena remarcar su inestabilidad en la etapa separativa que iflh

pidió efectuar su estudio.

El aislamiento de los alcaloides de este extracto se llevó a cabo por medio;

de una columna de alúmina neutra, obteniéndose cuatro fracciones principales,

la primera de las cuales era aceitosa y fue analizada por espectrometría de ma

sas acoplada a la cromatografía gaseosa a baja tenperatura observándose dos pi

cos (XVIII tr=7,31 minutos y XIXtr=7,77 minutos, en las condiciones indicadas

en la Fig. 112).

Todos los fragmentos de los eSpectros de masas de ambos conpuestos conpara

dos entre sí (Figs. 113 y 114) diferían en 14 uma.
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7,31min

7,77min

Fig. 112: Cromatograma gaseoso en columna de Apiezon, con N-FID, en condiciones

isotérmicas (50°C), de la fracción con los conpuestos-XVIII y XIX.

El compuesto XVIII presentaba M+127 y pico base en m/e 70 mientras que el

XIX mostraba un M+141 y un pico base en m/e 84. La primera pérdida importante

para ambos compuestos era NFCH3)+(m/e 112 para XVIII y m/e 126 para XIX). La

subsiguiente pérdida para ambos era M+—CH3-CO(Fig. 115) y en los dos compues
tos la pérdida de 57 umaa partir de MÏ, conducía al pico base.

El pico base par en m/e 7D en XVIII evidenciaba un núcleo 2-alquilpirrolidi

nico (216) (Fig. 115), mientras que m/e 84 en XIXcorrespondería a una N-metil

2-a1quilpirrolidina o a una 2-alquilpiperidina (216, 266). La presencia de un

ión intenso en m/e 42 en este último eSpectro apoyaba la primera posibilidad.

E1 conpuesto XIXse podia caracterizar, entonces, comohigrina (Fig. 115), es

tructura que justifica todas las rupturas observadas. Por lo tanto se dedujo,

que el compuesto XVII correspondería a norhigrina (Fig. 115).

La presencia de higrina, que es el precursor inmediato de los alcaloides del

tropano (227, 228) era razonable en una Solanácea como Nierembeggia hipgomanica

pero en cuanto a norhigrina, hasta donde llega nuestro conocimiento, no había
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higrina (R: CHa, XIX) y norhigrina (R: H, XVIII).
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sido aislada comoproducto natural. Entonces, para confirmar las estructuras

propuestas, se realizó la sintesis de higrina, por condensacióndel ácido ace

.tondicarboxilico con N-metil-2-pirrolidona, reducida previamente con HaAlLi
(267). Este mismométodopara intentar la sintesis de norhigrina, usando 2-pi

rrolidona, no resultó satisfactorio.

La higrina sintética mostró igual conportamiento cromatográfico y espectros

cópico que XIX, confirmando asi su estructura}

Los intentos de demetilación de higrina con cloruro de bencenosulFonilo (268)
resultaron infructuosos hasta este momento-deltrabajo, probablementepor la

presencia del carbonilo en la cadena lateral.

La segunda Fracción de 1a columna de alúmina presentaba dos sustancias (XX

y XXI) aislándose la principal (XXI) que correspondía a la manchaprincipal

del extracto (RF 0,76; XXI), por nuevas cromatografias en el mismoadsorbente.

El espectro de masas de XXIpresentaba pico base en m/e 58 (Fig.116), carac

terístico de aminasalifáticas N,N-dimetiladas, no sustituidas en el C alfa (269)

log, 58
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Fig. 116: Espectro de masas de XXI.
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El ion molecular era M+165 y presentaba un ión inportante en m/e 107 que se a

signó a un catión bancilico monohidroxilado (Fig. 117). El espectro de masas

indicaba por sus rupturas caracteristicas que se trataba de una Fenetilamina

terciaria. La ausencia de M+-18permitía sqaoner que al hidroxilo estaba sobre

el anillo aromático y no sn el carbono (é (Cap. IV).
+

GHZ

al ‘r_'__,——*""——. m/s 117s ““.‘ HÜ

‘x
‘5 +

CH -N(CH )
m/e 58 2 3 2

M+165

Pág. 117: Fragmentaciones de hordsnina_(XXI).
1

Su espectro de H-RMNdemostraba un anillo aromático sustituido en para, dos

metilenos sn un sistema AA'BB', asi como un singulete (BH) asignado a los N-ms

tilos (Fig. 118). Todoesto indicaba que se trataba de hordsnina (N,N—dimetil

4-h1droxifenet11amina, XXI), confirmado luego por comparación con testigo autén
tico.

1

Fig. 118: Espectro de H-RMNde xx1, en C1300 (100 MHz).



186

El conpuesto XXse obtuvo en fracciones menos polares de las columnas que

permitieron aislar hordenina (XXI) y que analizadas por cromatografía gaseosa

y por espectrometria de masas con acople al cromatógrafo gaseoso permitieron

identificarla como G—Feniletilamina (Fig. 119) (Tabla 19).
La Fracción 3 de la columna del extracto etéreo a pH lO se estudió por espec

trometria de masas acoplada a la cromatografía gaseosa y entre sus compuestos

se identificaron hordenina y N-metiltiramina (XXII) (Fig. 120, Tabla 19).

La última Fracción de esta columna presentó comoconponente principal la

4-hidroxiFenetilamina (tiramina, XXIII), tambien identificada por su espectro

de masas característico (Fig. 121, Tabla 19).

Tabla 19:_ Fragmentos de diagnóstico de las Fenetilaminas XX, XXI, XXII y XXIII

M+ ruptura Q porción nitrogenada

{5—Feni1etilamina (xx) 121 91 30

tiramina (XXIII)_ 137 107 30

N-metiltiramina (XXII) 151 107 aa

hordenina 165 107 58

120
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Fig. 119: ESpectro de masas de XX.
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Fig. 120: Espectro de masas de N-metilt'iramina (XXII).
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d.2) Extracto c10roFórmico a pH 10
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El rendimiento de este extracto respecto a planta seca Fue del 0,02 %. Se lo

Fraccionó en columna de alúmina neutra y se observó que un buen porcentaje del

mismoquedaba retenido en la columna.

Las Fracciones obtenidas presentaban varias manchasy se intentó su separa

ción por nuevas columnas de alúmina.

Unade las'Fracciones estaba constituida principalmente por hordenina (XXI)

comose dedujo de su comportamiento cromatográFico y espectro de masas.

La Fracción subsiguiente contenía un alcaloide (XXIV)cuyo eSpectro de masas

(Fig. 122) resultó característico del de los alcaloides del tropano, presentan

do 1os Fragmentos típicos de tropina esteriFicada en ÜH-3(m/e 140, 124,110, 96

94, 83, 82 y 42),el ión_molecular correspondía a m/e 223, observándose las pér

didas de 99 uma (grupo aciloxi) y 83 uma (grupo acilo) a partir del mismo. Como

es característico de este tipo de ésteres, la pérdida de grupo aciloxi (M-99)

conducía al pico base (m/e 124).
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Fig. 122: Espectro de masas de tigloidina (XXIV).
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Un grupo'acilo de masa 83 provendria de ácidos insaturados de cinco carbonos

del tipo de los ácidos tiglico, angéIico y senécico que han sido encontrados

Frecuentementecomoesterificantes de la tropina.
Debidoa que, ni la naturaleza del grupo acilante ni la estereoquimica del

0-3 de la tropina podian establecerse por espectrometria de masasg se realizó

la conparacióncon testigos auténticos de picratos de 3-0(-tigloiloxitropina y

3- QD-tigloiloxitropina (tigloidina) que se diferenciaban apreciablemente por
cromatografía en distintos sistemas de solventes. El alcaloide de Nierembeggia

hiEEomanicase halló coincidente con tigloidina (XXIV).La asignación de sus

rupturas se observan en la Fig. 123.
l 2

. 1//7
+_G.¡3 OCOR

M+223 / H \.CH2—CH3
l

tigloidina ; , '
I '- 1 2

W ’-,..r‘t.p. l//2'.. m/e +

\\;FCOÜH
m/e 140 zíl

94

\ m/e \+2 T

1 CHS
7 \ +

N-CH\ 3
rn/e 124 CH m/e 82J/

pico base +ï
"1/8 R:

Fig. 123: Esquemade Fragmentaciones del espectro de masas de tigloidina (XXIV)



d.3) Alcaloides cuaternarios

Los alcaloides remanentes en la Fase acuosa alcalina de las extracciones de

las bases se precipitaron comosales de anión complejo de la sal de Reinecke.

(Cr (BCN)4(NH3)2.N44) a pH 12 y a pH 8. Tambien se probó la precipitación a pH
5 y l, pero a estos pHs no se obtuvieron precipitados (265).

El precipitado obtenido a pH 12 era el más abundante y para estudiar sus com

ponentes se lo liberó de estas sales por medio de una resina de intercambio a

niónica, Fuertemente alcalina, Amberlite IRA-400 (Forma 0H—),eluyendo con eta

nol. La fracción asi obtenida se separó en columna de alúmina con cloroformo:

metanol: ácido acético,90:10:l,como solvente.

Se obtuvieron varias Fracciones, con por lo menos cuatro compuestos, tres de

los cuales, luego de su purificación, Fueron obtenidos en cantidades del orden

del miligramo y por esta causa no se pudo establecer su naturaleza. El cuarto

compuesto (XV) se encontraba en cantidades considerables y era evidentemente

el alcaloide más abundante de la planta con alrededor del 0,1 %.
l

El espectro de H-RMNde XV, realizado en D 0, (Fig. 124) mostraba las si2

guientes señales: un singulete que integraba para 9H en 3,1 ppm, un multiplete

que integraba para 2H en 3,5 ppmy otro multiplete que integraba para 2H en

4,03 ppmacoplado al anterior. Estas señales permitían deducir la estructura

del alcaloide cuaternario colina para XV,por los valores de resonancia corres

pondientes a tres metilos y un metileno directamente unidos a un nitrógeno cua

ternario y otro metileno (4,03 ppm9.acopladoal anterior y unido a un hidroxi

lo (225) y resultaron coincidentes con las del espectro registrado (270) para

clorhidrato de Colina en 020.
Se comprobóademás su identidad por comparación cromatográFica contra testi

go autentico y además la identidad de su picrato por punto de Fusión y punto

de Fusión mezcla (241-242°c. etanol) (265).

Por carecer de material suficiente, no pudieron determinarse los alcaloides

precipitados a pH B. Vale la pena acotar que algunos de estos alcaloides en ccd,
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..?._-_

1

Fig. 124: Espectro de H-FNNde xxv, en 020 (100 M-Iz).

presentaban reacción positiva Frente al reactivo de Ehrlich (p-dimetilamino

benzaldehido en etanol-ácido clorhídrico), que es un reactivo característico

para indoles y otros heterociclos aromáticos.
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PARTE EXPERIMENTAL

Métodos eggleados

Los puntos de Fusión (PF) se determinaron en un aparato Fisher-Jones y no

están corregidos. Los poderes rotatorios ( o()D) fueron medidos en un polarime
tro digital Perkin-Elmer, modelo 141, en tubos de l dmde longitud, a tenpera

tura ambiente, con los solventes y concentraciones que se indican en cada caso.

Los espectros de absorción ultravioleta (UV)de las sustancias puras se de

terminaron en un espectrofotómetro BeckmanDK-2A, con metanol como solvente.

Los espectros de absorción infrarroja (IR) se obtuvieron en un eSpectrofotó

metro Perkin-Elmer 137-8 Infracord y los de alta resolución en un aparato Per

kin-Elmer 421. Las determinaciones se hicieron en suSpensiones de nujol o en

pastillas de BrKsegún se indica.

Los eSpectros de resonancia magnética nuclear protónica (lH-RMN)de 60 MHz

se determinaron en un aparato Varian A-60, los de 100 MHzen un Varian XL-lOO

y los de 300 NHzen un Bruker-BOO, usando en todos los casos tetrametilsilano

comoreferencia interna. Los eSpectros de resonancia magnética nuclear de C

(l
un Bruker-SÜÜ.Los solventes usados se indican en cada caso. Las abreviaturas

3
C-RMN)de 25,2 M42se realizaron en un Varian XL-lOÜ y los de 75,46 MHz, en

utilizadas en la descripción de los espectros son: s (singulete)l d (doblete),

dd (doble doblete), t (triplete), c'(cuarteto) y m(multiplete).
Los espectros de masas (EM)Fueron determinados en un espectrómetro Varian

Mat CH-7a 70 eV, con inserción directa.

Los cromatogramas gas-liquido con acople al espectrómetro de masas (CSL-EM)

se realizaron con un cromatógrafo Varian Aerograph serie 1400, combinado con

el espectrómetro mencionado por medio de la conputadora Varian Mat Spectro Sys

tem 166.

Los microanálisis Fueron realizados por la Dra. Blanca de Deferrari y la Lic.

Marta Marcote, en el laboratorio de microanálisis de UMYMFOH(Dpto. de Quimica

Orgánica, CONICET-FCEN).
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Todos los solventes empleadosfueron purificados, destilados y sacados según

Vogel (1966] y evaporados a presión reducida a menos de 40°C. Todas las mezclas

están expresadas en relaciones de volúmenes (V/V).

Métodos cromatográficos

a) Cromatografía en capa delgada (cod).

Se utilizó siempre la técnica ascendente. Se usaron placas de silicagel G

(Merck), de celulosa microcristalina Avicel (FMCCorp. EU), placas Merck de ce

lulosa de 10x20 cm y de 20x20 cm, placas Merck de alúmina de 5x20 cm, placas

Merckde silicagel G de 10x20 cm, placas Merckde silicagel de alta eficiencia

para ccd (HPTLC)y placas de poliamida Woelm.El espesor de la placa para cro

matografía analítica Fue, en todos los casos, de 250 micrones.

b) Cromatografía en papel

En todos los casos Fue descendente. Se realizaron cromatografias analíticas

mono y bidimensionales en papel Whatman N° 1.

c) Cromatografía en columna

Se utilizaron los siguientes rellenos para las columnas: silicagel Davidson

para columna, grado 923, malla 100-200 (Davidson Chemical EU); silicagel H Merck

sin soporte, para columnas con presión de aire; alúmina neutra Woelm;polvo de

celulosa WhatmanChromedia CF-ll; ácido silicico Mallinckrodt; Sephadex LH-20

(Sigma); poliamida Woelmpara cromatografía y resinas de intercambio Amberlite

IRA 400 (forma 0H-), Dowex 3 (Forma 0H_) y Dowex 50 (Forma H+).

d) Cromato raFia as-li uido CGL

Se realizó en un cromatógrafo gas-liquido Hewlett-Packard 5830 A, con las

columnas y condiciones indicadas en cada caso.

Las Fases de las columnas tenian como soporte Chromosorb W-AWDMCS,malla 60

80, excepto la Fase ECNSS-M,cuyo soporte era Chromosorb Q.
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Reacciones generales

a) Acetilación

Todas las acetilaciones se realizaron con anhídrido acético en piridina, a

tenperatura ambiente durante 12 horas. El aislamiento de los productos se rea

lizó por evaporación al vacio de los solventes previa destrucción del exceso

de anhidrido acético o bien, volcando la mezcla de reacción sobre hielo-ácido

clorhídrico y Filtrando el acetato.

b) Metilación
Las metilaciones de ácidos carboxilicos se realizaron disolviendo las mues

tras en éter etílico anhidro y agregando, a 0°C, diazometano en éter anhidro

hasta exceso del reactivo. Al cabo de 10 horas de reacción a temperatura ambien

te, se efectuó la concentración a sequedad de la mezcla de reacción y el resi

duo se tomó con cloroFormo.

c) Trimetilsil ilación

Las muestras a sililar se disolvieron en piridina y se agregaron volúmenes

iguales de hexametildisilazano y trimetilclorosilano. Despuesde 5 minutos, se

evaporó a sequedad la mezcla de reacción, se tomó el residuo con cloroformo an

hidro y se Filtraron las sales inorgánicas Formadas.

d) Formaciónde los alditoles acetilados

Para el estudio de los azúcares productos de hidrólisis, se realizó el CGL

de sus alditoles acetilados (186): los monosacáridos se disolvieron en agua o

metanol y se redujeron con borohidruro de sodio a temperatura ambiente durante

10 horas. Al cabo de ese tiempo, se evaporó el solvente y se eliminó el exceso

de borohidruro por sucesivas evaporaciones con metanol. Los alditoles asi obte
nidos Fueron acetilados con anhídrido acético en piridina comose describió

anteriomente y analizados por CGL, en columna de ECNSS-3%en Chromosorb Q-AW

DMCS,en condiciones isotérmicas a 1800€.
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Material vegetal

Se utilizaron plantas enteras de Nierembergia hiEEomanicaMiers, recolectadas

en Chacharramendi, provincia de La Panpa en el mes de mayo de 1978, despues de

la Floración (No de herbario INTA1324); Otro lote estudiado Fue recolectado en

La Calera, Dpto. Colón (Córdoba), en septiembre de l978 y por último se estudia

ron ejemplares recolectados en la sierra de Ancasti (Catamarca) a lOOO-metros

Sobre el nivel del mar, en mayo de 1981 (INTA, Estación Experimental Sumalao,

Valle Viejo-Catamarca).

Las plantas se secaron en estufa con circulación de aire a 40°C y se molieron.

Estudio preliminar de los coEEonentes de Nierembergia hiEEomanica

Se realizó una marchaanalítica de vegetales (242) detectando alcaloides,

Fitosteroles, glicósidos de Flavonoides, triterpenos pentaciclicos, resultando

dudosa la presencia de proantocianidinas y taninos y negativa la de glicósidos

cardiotónicos, cianogeneticos, esteroidales, triterpénicos y otras saponinas.

Fraccionamiento del material vegetal

Las plantas enteras secas y molidas Fueron extraídas exhaustivamente con é

ter de petróleo (GO-70°C)en Soxhlet, obteniéndose un extracto de éter de petró

leo de 2,0 % de rendimiento, y sucesivamente con metanol, obteniendo un extrac

to metanólico con rendimiento del 8,5 %. Finalmente, el material vegetal rema

nente se extrajo con agua a 80°C, con agitación magnética (7 %).

Se trabajó sobre el extracto metanólico asi obtenido. El mismo,por enfria

miento y reposo, produjo un precipitado inorgánico identificado comosulfato de

potasio (0,02 %), por IR (1030 cm_1) y ensayo a la llama. Por concentración a

la décima parte de Su volumeny reposo, produjo un precipitado orgánico (2:52;

Eitado l, 1,85 %) que Fue Filtrado y analizado separadamente por cromatografía.

Las aguas madres concentradas de este precipitado se sometieron a distintas mar

chas de aislamiento de Familias de compuestos.
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Estudio de Precipitado l

Por cromatografía en columna de silicagel de 15 g del Precipitado l, con mez

clas de polaridades crecientes de benceno: acetona, acetona: metanol y metanol:

agua, se obtuvieron lO Fracciones (Tabla 20).

Tabla 20: Fracciones obtenidas en la separación cromatográfica del Precipitado 1.

Fracción N° Rendimiento (%, rto. al Ppt. l) Comgonentesde la Fracción

1 0,1 Serie homóloga de hidrocarbu

ros lineales (CGL).

2 1,3 CloroFilas y alcoholes supe

riores normales (CGL)

3 5,5 Triterpenos pentaciclicos mi

noritarios (CSL-EM)

4 20,0 Acidos ursólico y oleanólico

5 0,5 Clorofilas y escopoletina.

6 2,5 Flavonoides acilados.

7 35,0 Flavonoide principal (pinocem

brina-7-O-neohesperidósido)

8 7,0 Flavonoide principal y glicó
sidos de Flavonoles

9 9,5 Otras sustancias polares y sa

les inorgánicas

10 12,1 .D-rnanitol
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Fracción l:

Seria homólogade hidrocarburos lineales

De la Fracción l se obtuvo un precipitado blanco soluble en cloroformo (ClSCH)
recristalizable de acetona, que fue analizado por CSLen columna de 0V-l7 en

condiciones isotérmicas (260°C)(Tabla 21) y sus componentesFueron identifica

dos por CGL-EMen condiciones de tenperatura programada, comohidrocarburos li

. d ° F. n 3 Unaales de CZZH46a CaÜHGZ,graficán ose log de tr vs N de C(grá ico en pág ll )

Tabla 21: Hidrocarburos lineales de Nierembergia higgomanica.

+
CoEEuesto N° N° de C t: log tr É EL

2 22 0,99 -0,043 5,5 310

3 23 1,21 0,053 5,9 324

5 24 1,51 0,179 10,7 330

5 25 1,09 0,275 12,5 352

7 25 2,39 0,375 13,4 355

5 27 3,03 0,451 9,9 390

9 25 3,57 0,597 7,3 394

10 29 4,94 0,593 4,5 405

11 30 5,34 0,502 3,3 422

Fracción 2:

Serie homólogade alcoholes sgeriores

Por cromatografía en columna de alúmina con benceno (B) como solvente, se

obtuvieron 90 mgde un precipitado que Fue recristalizado de metanol (MBOH).

La identificación de los conponentes se realizó por‘CBL en columna de SE-30 3%

en condiciones isotérmicas (270°C), mostrando una serie homóloga.

Por conparación con una mezcla testigo de alcoholes sugeriores normales, se

halló coincidencia con varios de ellos, lo que permitió caracterizarlos y rea

lizar el gráfico log tr vs N° de C (tabla 22) con alcoholes normales de ClgHaoo

hasta 032H660 (gráfico en pág. 113).
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Tabla 22: Alcoholes superiores.n0rmales de Nierembeggia higgomanica.

+
N° de C 25 lgg_25 fi EL Form. molecular

19 1,13 0,053 1,1 284 clgHaoo

20 1,39 0,143 2,5 298 CZÜH420

21 1,87 0,222 18,5 312 C21H440

22 2,13 0,328 1,4 328 022H460

23 2,80 0,415 -2,1 340 023H480

24 3,27 0,514 3,3 354 024H500

25 3,99 0,801 8,8 388 C25H520

28 5,11 0,700 7,8 302 C26H540

27 6,29 0,798 6,0 396 C27H560

28 8,07 0,906 8,8 410 CZBHSBÜ

29 9,81 0,991 7,1 424 029H600

30 12,81 1,100 15,5 438 C30H620

31 15,43 1,188 16,4 452 C31H640

32 19,55 1,290 2,6 466 CSZHGSÜ

Fracción 3:

Fue acetilada en la Forma usual y analizada por CGL(SE-30 3 %, isotérmica

29000). El cromatogramapresentó tres picos que corre5pondian a acetato de G)
amirina(acetatp dé v, tr 8,18 min), acetato de ok-amirina (acetato de IV, tr

v8.88 min) y diacetáto de uvaol (niacetato de III, tr 16,41 min).

Diacetato de uvaol (CSL-EM), m/e (%); 528 (M+,2,05), 488 (M+—60,17,5), 278 '

(ROA,anillos 0 y E, 12,1), 218 (278-80, 100), 203 (278—0H20000H3, 58,4), 249

(ani1los A y 8, 8,9), 190 (anillos A y B+H—60,43,1), 109 (anillos A y 0-80,
14,8), 133 (203-0-19,c—20,0—21,0—29y 0-30, 28,8)

Se conparó con testigo auténtico por CGL.

Acetatos de °(-yrfib-qamirina(acetatos de IV y V): Se identificaron por compara1. 1T11,______
¿ión cromatógráfica por CGLy ccd(sílicagel, B/Acetona, 9:1,RF 0,8) cun testi
gos auténticos.
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Fracción 4:

Esta fracción Fue purificada por cromatografía en columnaseca de silicagel

(benceno: acetona (B/Ac),9:1, 8:2, 7:3 y 6:4) obteniéndose una fracción princi

pal con Ef:275-281°C (EtÜH, agujas blancas) que resultó ser una mezcla de ácido

ursólico (I) y ácido oleanólico (II), cuyos datos eSpectroscópicos eran:

H cm'l: 3400 (tensión 0-H). 2900 (tensión C-H), 1695 (tensión 0:0, ácido),1450

y 1380 (Flexión simétrica y asimétrica del metilo).

m/e (%); 456 (M+, 0,5), 438 (M+-18, 0,65), 248 (ROA,anillos 0 y E, 73), 207

(Fragm. anillos A y B, 19), 203 (248- COOH,100), 189 (207-18),

IQ

133 (203 —c-19,c-20,c—21,0—29 y 0-30, 48).

Egzgyy (50 MHz, 0M80-d6) ppm: 0,76 (s, 3H, CH3—26),0,81 (s, 3H, CH3-24), 0,92

(s, 3H, CH3-25), 0,93 (s, GH, CH3-29 y 30), 0,97

(s, 3H, CH3-23), 1,14 (s, 3H, CH3-27), 1,27-1,65

(m, —CH2+de los ciclos)¡a,3 (m, lH, H-3) y 5,2
(m, lH, H-12).

La acetilación de la fracción condujo a un monoacetato cuyo eSpectro lH-RMN

correspondía al ácido acetiloleanólico.

Acido acetiloleanólico: Í5;5Mg (BCIMHz,01300) ppm: 0,76 (s, 3H, CHa-ZB), 0,88

(s, 6H, CH3-23 y 24), 0.94 (s, 9H, CH3—25,29 y 30),

1,15 (s, 3H, CH3—27),1,0-1,9 (m, -CH2- de los ciclos)

1,98 (s, 3H, 053-00-), 4,5 (m, lH, H-3), 5,25 (m, lH,
H-12).

La Fracción acetilada y metilada fue analizada por CGL(SE-30 3 %, condicio

nes isotérmicas, 290°C) obteniéndose dos picos: acetilursolato de metilo (tr
12,08 minutos; 9,5 %) y acetiloleanato de metilo (tr 13,49 minutos; 71,6 %).

Se comparócon una mezcla de testigos derivatizados. Por cristalización Fraccio

nada de EtOHde los acetilmetil derivados se obtuvo enriquecimiento de la Frac

ción en acetiloleanato de metilo (tr 13,49 min.) (248).
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Acetil ursolato de metilo y apetil oleanato de metilo (derivados acetilados y

metilados de I y II respectivamente) (CSL-EM):ambos compuestos dieron EMcoin

cidentes.

EMm/e (%): 512 (M+; 1,8),452 (M+-60; 5,0), 437 (M+«50—15;2,2), 262 (ROA, ani

llos D y E; 93,7), 249 (Fragm. anillos A y a; 21,8), 203 (263-CÜOCH3;
100), 189 (249-60; 30,7), 133 (203- c-19,c—20,c-21,c-29 y c-ao; 57,6),

43 (CHacO-; 25,0).

Fracción 5:

Se purificó por columnade silicagel (B/Ac, 9:1), reuniéndose las Fracciones

que poseían el compuesto de Fluorescencia celeste a 366 nm, identificado como

enggoletina (VI) por comparación con testigo: ccd, silicagel, RF0,8, B/Ac,

8:2, y CGL,SE-3Ü3%, temperatura programada: de 200 a 290°C a lO°/min,tr 3,96.

Escggoletina (VI) (CSL-EM) m/e (%): 192 (M+,100), 177 (M+—15;87,5), 154 (M+-28;

30). 149 (M+—28—15;48,2), 136 (M+—28-28; 15,7), 121 (M+—28

28-15; 22,7), 120 (M+-28-28-15-1; 17,0).

Fracción 6:

Esta-Fracción estaba constituida por los Flavonoides acilados minoritarios

(X, XI y XII) y por el Flavonoide principal de la planta (VII). Debido a que

los primeros se encontraban en pequeñas cantidades en esta Fracción, se reali

zó una marchadirecta separativa de Flavonoides a partir del extracto metanó

lico para poder estudiarlos (pág. 207).

Fracción 7:

Estaba constituida principalmente por un compuesto (VII), que Fue purificadp

por cromatografía en columna de silicagel (B/Ac, 1:4) e identificado comopino

cembrina-7-O-(é -neohesperidósido (VII).
Este compuesto es el principal flavonoide de Nierembergia hiEpomanica y uno

de los mayoritarios de la planta.
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Pinocembrina-7-0- —neoheseridósido (VII):

gg: 274-27eoc (EtÜH,agujas biancas) ¿gD: -119,5o (c 2, piridina)

027H32013 , C=56,57 H=6,04; requerido C=57,45 H=5,67

Q! Akmáx. : 285 y 328 nm; +AlCla= 308 y 379 nm; +A1013+ClH= 308 y 376 nm; +CH30Na

285 y 358 nm; +CH CO0Ná= 285 y 328 nm; +CHSCÜÜNa+803H3=2B7 y 330 nm.3

¿5 (cm ) : 3350 (tens. 04H), 2935 (tens. C-H), 1545 (tens. 5:5), 1575 (téns.

0:5), 1555, 1495,.1425, 1355 (tens. 5:0, aromática), 132o, 1275,

1245, 1215, 1175, 1145, 1100 (d5form. o-H), 1050 (estiram. c-o, ti

pico de unión glicosidica), 980, 920, 835, 770, 710, 685, 670, 540,

610 y 570 (señales de anillo aromático, estiram. C-C).

Ï5;5My (5o MHz, DMSO-ds)ppm : 1,15 (d J: 6H2, 3H, CH3-5"'), 2,5-3,o (dc, 2H,
H-3); 3,2-4,l (m, SH, protones de azúcar); 4,4-4,8 (m, 4H, protones

de azúcar), 5,1-5,4 (m, 2H, H-l" y H-1"'); 5,7 (dd J=4 y 12 Hz,

lH, H-2); 5,13 (d J= 2 Hz, 15, H-5); 5,19 (d J: 2 Hz, lH, H-B); 7,5

(m, SH, H 551 anillo 5); 11,5 (señal ancha, lH, 53-5).

Ïfizggg (300 MHz,piridina-ds) ppm: 1,75 (d J: 5 Hz, 3H, CH3-5"');2,5o-3,20 (dc,
25, H-3);4,1CF4,45 (señal compleja, 7H, H de azúcar); 4,54 (dd J:

3 y 15 Hz, lH, H-3"'); 4,73 (dd J: 10 y 10 Hz, lH, H- "); 4,55 (dd

: 1,5 y 3, lH, H-2"');5,40 (dd J: 4 y 12 Hz, lH, H-2); 5,77 (dL

= 10 Hz, lH, H-l"); 5,32 (d J: 1,5 Hz, 1H, H-1"');6,70 (d J:2 Hz,L

lH, H-6); 5,73 (d J:2 Hz, lH, H-B); 7,42 y 7,55 (m, SH, anillo 5)

EMm/e (%): 564 (M+, 0,25), 418 (M+—oxoniode ramnosa+H, 0,62), 256 (pinocembri

na,100), 255 (255-H, 49,7), 179 (255-77, 77,5), 152 (RDAanillo A,

52,5), 147 (oxonio de ramnosa, 20), 129 (147-15, 27,5), 124 (152-25,

32,5), 55 (52,5), 73 (32,1) 71 (34,2), 50 (25), 57 (33,5), 55 (12,5)

45 (17,5) y 43 (30,3) fragmentos de hidratos de carbono.
3

l C-RMN(aman-56, 25,2 MHz)ppm: 17,94 (c-5"'); 42,15 (5-3); 55,4 (c-s") 55,2
(C-5"'), 59,5 (c-4"), 70,3 (5-2"'), 70,7 (c-3"°), 71,5 (c-4"')
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75,1 (0-2" a), 75,55 (0-5" la), 77,07 (0-3" a), 75,5 (0-2), 95,1

(0-5), 95,5 (0-5), 97,4 (0-1"), 100,33 (0-1'“), 103, 25 (0-10),

125, 50(0—2'y 5¿-), 125,0 (0-3' y 5'), 125,53 (0-4'), 135,35 (0-1'),

152, 45 (0-9), 152,54 (0-5), 154,53 (0-7), 195,54 (0-4).

15,7 (0-5'”), 42,3 (0-3), 51,77 (0-5"),

59,5 (0-5'“), 70,5 (0-4"), 72,02 (0-2'”), 72,4 (0-3'“), 73,55
(0-4'”), 75,0 (0-2" a), 75,5 (0-5" a), 75,5 (0-3" a), 79,5 (0-2),

95,25 (0-5), 97,7 (0-5), 99,2 (0-1"), 102,37 (0-1'“), 104,3 ((3-10),

125,53 (0-2' y 5'), 129,15 (0-3' y 5'), 129,05 (0-4'), 139,1 (0-1'),

153,34 (0-9), 154,1 (0-5), 155,05 (0-7), 195,7 (0-4).

a .
( ): indica que los valores asignados pueden estar intercambiados.

ngtaacetato de pinocggPrina-7-O-ei-neohesperidósido:

_P_F: 119-12100

C

g! 2_máx. =

la (cm-l):

l
H-HMN (60 MHz, ClSCD) ppm :

41H46020

25° . .'.
o< D = :54,4° (c 3, p1r1d1na)

((3 59,95 5€, H 5,47 94.; requerido 0 57,34 1, , H 5,35 3€)

257 y 309 nm, + CH30Na= 255 (hombro), 275 (hombro), 250, 253 (horn—_
bro) y 320 (hombro). No se observaron desplazamientos respecto al.

-BSpectro en metanol por agregado de AlCls, AlCla/ClH, CHSCOONani

0143000rx1-1/503H3 .

2550 (tens. 0-H), 1750‘(tens. 0:0, éster), 1520 (tens. 0:0, ol .Q 
no saturado), 1450 y 1350 (tens. 0:0, aromática), 1230 y 1050 (de

Form. 044), 1040 (estiram. C-Ü, unión glicosidica), 890, 845, 775,

760 y 725 (estiram::C=C, señales de anillo aromático).

1,27 (d, 3H, CH-5"'); 2,02, 2,10, 2,17, 2,21 y3

2.45 (Singuletes, 21H, 7 acetilos), 2,85-3,1 (dq, 2H, H4), 3,9

4.2 (m. 4H, H-S'“, H-2", H-5" y H-5"); 4,7-5,2 (m, 7H, H_1vn, H

2I'I’ H_3III’ H_4III' H_1",H__3||'H4"), 5,2_5’5 J=4 y HZ, lH,

H-2), 5,32 (c 3: 2Hz, lH, H-5), 5,52 (d 3: 2 Hz, lH, H—5),7,3 (m,

2H) y 7,46 (m, SH) protones del anillo B.
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g m/e ('76):
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1,45 (d 3- 5 Hz, 3H, H-5"'), 1,95; 2,01;

2,02; 2,03 y 2,25 (singuletes, 15H, 5 95300-), 2,44 (s, 3H, CH3C0—
fenólico); 2,5 y 3,15 (dq, 2H, H-3); 4,4-4,5 (m, 5H, H-2", H-5",

H-5" y H-5"'); 5,4 (dd, lH, H-2); 5,45-5,0 (m, 7H, H-1"', H-2"',

Hai", H-4"',H—1",H—3"y H-4"); 5,54 (d 3- 2 Hz, lH, H-5); 5,93

(d J= 2 Hz, lH, H-5); 7,25 y 7,50 (m, 5H, anillo 5).

553 (1,2), 552 (3,3), 551 (21,1), 331 (4,4) 295 (1,4) 273 (oxonio

de ramnosa acetilado, 50,2), 256 (298-42, pinocembrina, 4,0), 255

(2564H, 1,5), 213 (273-50, 15,4), 179 (255-77, 2,2), 171 (273-50

42, 15,5), 159 (331-50-50-42, 30,3; Fragm. de glucosa), 153 (171

15, 59,5), 152 (de aglicona, 3,0), 129 (171-42, 2,5), 127 (159-42,

10,5), 124 (de aglicona, 1,2), 111 (129-15, 34,5), 105 (127-15,
15,5), 104 (de aglicona, 1,5), 97 (5,5), 79 (22,0), 59 (4,4), 50

(7,7), 52 (14), 43 (0H300-, 100), 42 (11,0).

13c-RMN(25,2 NHz, 01300) ppm : 17,35 (0-5"'); 20,44; 20,55; 21,04 (gHaco-J;

13

(a) (a):

44,71 (0-3); 51,71 (0-5"); 55,73 (0-5"' a); 55,21 (0-4" a); 59,52

(0-2"' a); 70,7 (0-3"' a); 72,05 (0-4"' a); 73,92 (0-2" b);
75,54 (0-5" b); 75,41 (0-3" b); 79,50 (0-2); 95,03 y 95,10 (0-1" y

0-1"'); 102,15 y 105,57 (0-5 y 0-5); 105,2 (0-10); 125,94 (0-2' y

0-5'); 125,55 (0-4'); 125,54 (0-3' y 0-5'); 137,75 (0-1'); 150,50

(0-5); 152,5 (0-9); 159,70 (0-7); 175,5 (0H300-); 157,5 (0-4).

C-RMN(75,45 MHz,piridina-ds) ppm: 17,55 (045"'); 20,45; 20,70; 21,12 (9H300—)
45,23 (0-3); 52,49 (0-5"); 57,55 (c-5"' a); 59,14 (0-4" a);

59,35 (0-2"' a); 70,57 (0-3"' a)¡ 71,33 (0-4"' a); 72,75 (0-5"b)

74,55 (0-2" b); 77,74 (0-3" b); 50,01 (0-2); 95,55 y 95,55 (0-1" y

0-1"'); 102,55 (0-5); 105,49 (0-5); 110,30 (0-10); 125,53 (0-2',

0-5' y 0-4'); 129,11 (0-3' y 0-5'); 139,21 (0-1'); 152,51 (0-5);

154,43 (0-9); 159,22 (0-7); 159,94; 170,00; 170,12; 170,35 (0H390-J
155,79 (0-4).

indica que los valores asignados pueden estar intercambiados.
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Trimetilsilil derivado de VII:

ígzggy (100 MHz,01300) ppm: 1,30(d 3-5 Hz, 3H, 0H3-5"'); 2,7 y 3,0 (dq, 2H,
H-S); 3,4 á 4,0 (m, 7H, H de azúcares); 4,91 (d J=1 Hz, 1H, H-l"');

5,02 (d 3-7 Hz, lH, H-1"); 5,20 (dd 3:4 y 12 Hz, 1H, H-2); 5,05

(d 3:2 Hz, lH, H-5), 5,37 (d 3-2 Hz, 1H, H-0); 7,32 (m, SH, anillo B).

g! m/e (%): 741(TMSneohesperidosa, 1,1), 690 (TMSpinocembrina-7-0hglu, 0,8)

551 (74l-TMSiÜH, 15,0), 451 (TMSramnosa, 1,5), 400 (TMSpinocem

brina, 5,0), 355 (400-15, 7,0), 353 (451+H-TM510',57,0), 325 (agli

cona+H-TMSi,25,0), 313 (aglicona+H-TMSi-15, 10),291 (353-72, 5,0),

273 (353- TMSiOH,30,0), 255 (pinocembrina, 1,0), 103 (35), 73 (TMS,

100).

Hidrólisis ácida de pinocegprina—7-O-fi -neohe eridósido :\

i) Hidrólisis total: Se llevó a cabo con ClH 2N en metanol, a reflujo durante

cuatro horas. Se extrajo la aglicona con acetato de etilo y se la identificó

como5,7-dihidroxiflavanona (pinocembrina) por sus datos espectroscópicos y

conparación con testigo . En 1a Fase acuosa se detectaron D-glucosa y L-ramnosa

por PC (cromatografía en papel, butanol:piridina:agua_9:5:8 o 10:4:3,y por CGL

de sus alditoles acetilados en columna ECNSS-M3 %, en condiciones isotérmicas

a 180°C, contra los correspondientes testigos.

Pinocembrina (VIII):

2 o ‘

g: : 194-19500 c¿]05 = —54,oo(c 1, metanol); —43,ao (c 1,9; piridina)

_y ¡(máx : 225 (hombro), 259 y 320 nm; +A1C13= 311 y 370 nm; +A1013/01H= 311 yC

370 nm; +CH30Na=243 (hombro), 250 (hombro), 323 y 350 nm; +043000Na=

290 y 321 nm; +CHSCOÜNa/803H3= 289 y 324 nm.

1H-FIMN(100 MHz, DMSO-DSS)ppm: centr. 2,8 (dd J= 4 y 16,5 Hz, lH, H-3 ecuato

rial); centr. 3,3 (dd 3: 12 y 15,5 Hz, lH, H-3 axial); centr. 5,5
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(dd J- 4 y 12 Hz, lH, H-2), 5,98 (m, 2H, H-6 y H-B); 7.50 (m, SH.

anillo B).

Experimentos de doble resonancia irradiando en 2,8; 3,2; 3,4 y 5,5 ppm, con

firmaron los valores aparentes de constantes de acoplamiento del sistema ABX

de los protones de 0-2 y 0-3: J gema: 16,5 Hz.; J anti= 12 Hz. y J gauche: 4 Hz.

gg m/e (%): 256 (M+, 100), 255 (M+-l, 55,1), 254 (M+-2, 52,0). 223 (M+-28, 4,0) .

213 (M+-43, 3,7), 179 (M+-77, 90,7), 152 (ROA,anillo A, 70,6),

12a (152-28, 44,4), 119 (i52—43, 24,0), 104 (RDA,anillo e. 12,5),

103 (104-1, 18,5), 96 (16,6), 91 (7,4), 77 (Fenilo, 18,5), 59 (18),

55 (3,7), 51 (7,5).

ii) Hidrólisis parcial: pinocembrina-7-0-neohesperidósido Fue tratada con ClH

concentradozmetanol (1:6) a reflujo durante treinta minutos. Luegode ese tiem

po, la mezcla de reacción Se diluyó con agua y se extrajo con acetato de etilo.

En esta Fase se encontraban presentes pinocembrina (VIII), pinocenbrina-7-O-ÉH
glucósido (1x) (ccd, silicagel; RF0,9 (VIII) y 0.45 (1x); B/Ac1:2). La puri

Ficación del qucósido intermedio IX, se efectuó mediante columnade silicagel

con B/Ac(6:4)como solvente.

Pinocembrina-7-O- {é :glucósido (IX):
25o .

Ef : 139-140°C (EtoH) ¿ala = 455° (c 1.a, piridlna)

gy ).máx. : 210 (hombro), 284 y 325 nm; +A1013= 220,308 y seo.hm; +A1c13/c1H=

220, 307 y 380 nm; +CH30Na= 243, 286 y 355 nm; +CH3COONa=284 y

3: 285 y 330 nm.335 nm; +CH3c00Na/503H

¿5 [cm ) : 3300 (tens. O-H), 2910 (tens. C-H), 1540 (tens. 0:0), 1580, 1500,

1405, 1380 (tens. c=c aromática), 1300; 1190 (deform. O-H), 1080

(estiram. c-o), 930, 890, 865, 845, 820, 77a, 728, 710 y 700 (es

tiram. C=C,bandas de anillo aromático polisustituido).

1H-RMN(60 MHZ,DMSÜ-d6)ppm:2,8 y 3,1 (dc,2H, H-3); 3,0-3,8 (m, SH, H del azú
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car); 5,0 (m, lH, H-l"); 5,3 (dd 3= 4 y 12 Hz, lH, H-2); 8,19 (d

3: 2 Hz, lH, HAS); 8,21 (d 3= 2 Hz, lH, H-8); 7,5 (m, SH, anillo 8).

m (300 M-lz,piridina-ds) ppm:2,85'y 3,25 (dq, 2H, H-3); 4,15-4,48 (m,
6H, H de azúcar); 5,45 (dd 3: 4 y 12 Hz, lH, H-2); 5,80 (d J=7 Hz,

lH, H-l"); 8,52 (d 3:2 Hz , lH, Has); 8,57 (d 3:2 Hz , lH, H-B);

7,38 y 7,55 (m, 5H, H del anillo 8).

gy m/e (%) : 418 (M+, 3,14), 257 (pinocembrina+H, 31,5), 285 (pinocembrina-H,

88,5), 254 (pinocembrina-ZH,.45,3), 179 (pinocembrina-77, 100),

152 (ROA,aniilp A, 38,8), 124 (152-28, 47,1), 104 (HDA,anillo 8,

13,3), 85 (13,5); 73 (38,5); 89 (23,0); 55 (5,2); 45 (18,1); 44

(9,9); 43 (15,2) y 41 (5,3), fiagmentos de azúcar.

.lac-RMN(75,45 NHz, piridina-ds) ppm: 43,37 (0-3); 82,2 (0-8"); 70,98 (0-4");
74,80 (0-2"); 78,98 (0-5"); 79,50 (0-3"); 79,85 (0-2); 98,41 (048);

97,88 (0-8); 101,41 (0-1"); 104,25 (0-10); 128,82 (0-2' y 8');

129,01 (094'); 129,08 (0-3' y 5'); 139,25 (0-1'); 183,32 (0-9);

184,40 (0-5); 188,88 (0-7); 198,80 (0-4).

Pentaacetato QEpinocgmprina—7—0—E>eglucósid0

' 25° . . .
g: : 174-17508 (Me0H) o< D = —24,8o (c 1, plrldlna)

g! ik máx.: 267 y 309 nm; +CHONa: 280 y 320 nm. No se observaron corrimientos3

por agregado de AlCla; AlCla/ClH; CHBCOÜNani CHSCOONa/BüaHS.

la (cm ) : 2900 (tens. C44); 1740 (tens. C=Ü, éster); 1665 (tens. C=O, Flavo

noide); 1810, 1550, 1480, 1425, 1310 (tens. 0:0); 1220 (deform 04H);

1060 (estiram. C-D); 925, 910, 897, 895, 850, 775, 760, 737, 702,

687 (estiram. C=C,bandas de sistema aromático polisustituído).
1

H-RMN(80 MHz,01300) ppm : 1,98; 1,99; 2,0; 2,02 (singuletes, 12H, 4 acetilos)
2,3 (s, 3H, acetilo del Fenol); centr. 2,9 (dq, 2H, H—3);4,1-4,3

(m,3H,H6"yFFEÜ¡5J=&3(m,4H,H4Ñ,2",3'y4"L 58(am
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lH, H-2); 5,35 (d 3:2 Hz , lH, H-5); 5,50 (d 3:2 Hz , lH, H-e);

centr. 7,4 (m, 5H, H del anillo B).

¿5;5My (300 MHz, piridina-ds) ppm: 2,02; 2,03; 2,05; 2,12; 2,42 (singuletes,

15H, 5 05300—); 2,55 y 3,15 (dq, 2H, H-3); 4,45-4,55 (m, 3H, H-5"

y H45"); 5,45 (dd 3:4 y 12 Hz., lH, H-2); 5,50-5,90 (m,-4H, H-l",

H-2", H-3" y H-4"); 5,55 (d 3:2 Hz., lH, H-5); 5,90 (d J=2 Hz.,

lH, H-5); 7,4.y 7,55 (m, 5H, H del anillo 5).

gy m/e (%) : 331 (oxonio.de glucosa acetilado, 31,0), 271 (331450, 5,1), 257

(pinocembrinaH-l, 4,0), 256 (pinocerrbrina, 3,3), 255 (pinocembrina

H, 2,5), 229 (271-42, 1,5), 211 (271-50, 2,5), 159 (331450—50—42,

100), 145 ((CH3C0)3O+,4,0), 127 (159-42, 15,5), 109 (159-50, 52,0),

103 ((0H300)26H,4,25), 97 (2,5), 55 (7,5), 71 (12,7), 57 (15,9),

43 (0H300—+, 59,2).
3

1 C-HMN(75,45 MHz, piridina-ds) ppm: 20,40; 21,59 (9H300—) ; 45,17 (0-3);
52,43 (0-5"); 59,02 (0-4"); 71,55 (0-5" a); 72,59 (0-2" a); 73,24

(0-3" a); 79,92 (0-2); 95,29 (0-1"); 103,05 (045); 105,44 (0-5);

110,35 (0-10); 125,54 (0-2', 5' y 4'); 129,05 (0-3' y 5'); 139,12

(0-11); 152,45 (—5); 154,25 (0-9); 159,11 (0-7); 159,53; 159,77;

170,19; 170,31 (0H390—); 155,73 (c—4).
a . . . . . . .( J: indica que los valores a51gnados pueden estar intercambiados.

Fracción 9 :

Esta fracción Fue purificada en columna de silicagel (B/MeOH/H20,10:10:l),

reuniendo las Fracciones Fenólicas (reacción con C13F8=verde). El ¿ileMientD
de los dos conponentes de esta Fracción (XIII y XIV) se llevó a cabo con colum

nas de Sephadex LH-20, eluyendo con metanol. Uno de estos conpuestos (XIII) se

identificó comoguercetina-3-Q:galactósido (XIII), mientras que el segundo re

sultó ser un 3-O-diglicósido de quercetina (XIV), cuya caracterización no pudo

completarse, por carecer de suficiente material.
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Quercetina-3-Q:galactósido (XIII):

ccd; silicagel; RF=0,53; acetato de etilo:Me0H:Ac0H’ 100:20:l _

poliamida; HF: 0,10; H20:Bu0H:acetona:Ac0H,16:2:1:1.

Cromatografía bidimensionalá papel WhatrnanN° l; t-Bu0H:Ac0H:H20, 3:1:1; HF: 0,64
AcDH 15 % HF= 0,43

Revelado: NH3(vapores), fluorescencia amarilla brillante en 366 nm.

C33Fe2 % en etanol: color verde (hidroxilos Fenólicos).

SbCl3 10 % en ClacH: Fluorescencia amarilla a 366 nm (flavonol).

gy ') máx: 256, 266 (hombro), 295 y 356 nm; +A1013= 275, 300 (hombro), 33o y

428.nm; +A1013/c1H= 273, 298 (hombro), 353 y 395 nm; +CH30Na=272,

COONa/803H3= 263 y 37o.330 y 385; +CH3000N8= 272, 321 y 383 nm; +CH3

Hidrólisis ácida total de guercetina-3—g:ga1actósido(XIII):

El Flavonoide (2 mg) Fue hidrolizado caleñtando a reflujo con ClH 1 N [l m1)

durante 4 horas. Se extrajo la aglicona en medioácido con acetato de etilo y

el resto acuoso Fue evaporado a sequedad. La cromatografía analítica contra tes

tigos de azúcares (ccd; celulosa; Bu0H;piridina:H20,6:4;3 (dos desarrollos);

rev. N03Ag/NH3y p-anisidina) mostró la presencia de Degalactosa, Rf: 0,51.

Quercetina (aglicona):

ccd: silicagel; RF: 0,55 ; B/Ac,2:l

RF: 0,30 ; ClacH/EtOH,95:5, comparada con testigo.

gy )(náx: 256, 288 (hombro), 288 y 372; +AlCla= 272, 306 (hombro) y 450 nm;

+AlCla/ClH= 266, 292, 355 y 425 nm; +CH30Na=245 (hombro), 285 y 327

nm (desconp.); +CH3000Na=255 (hombro), 275, 325 y 350 nm (descomp.);

+CH3800Na/803H3(Proced. II): 258, 275 (hombro), 300 y 388 nm.

m/e (%); 302 (M+, 100); 301 (M+—l, 21,0); 300 (M+-2, 16,5); 288 (M+—16,10,0);IE

273 (M+—1—28,28,0); 245 (273-28, 9,3); 192 (M+—(anillo 8)-1, 19,5);

154 (ROA(anillo A)+2, 18,0); 153 (ROA(anillo A)+1, 20,5); 152 (ROA

2', 61,2); 124 (152-28, 21,0); 109
(137-28, 34,3); 83 (15); 81 (17); 71 (45); 69 (ao); 57 (68); 55 (7o);

(anillo A), 20,0); 137 (Fragm. 8

43 (28); 41 (74).
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Fracción 10 :

Por recristalización de etanol del jarabe obtenido al evaporar esta Fracción

se obtuvieron agujas blancas de D-manitol (XV).

D-manitol (xv).

Ef : 166-15800 (Et0H).

Q! : no absorbe ,

¿5 (cm-l) g 3330 ( ens. 0-H), 1420 y 1380 (deFom. 0-H), 1080 y 1010 (estiram.

0-0), 950, 930, 880, 855, 785 y 700 (estiram. c-0 y c-c).

1

H-RMN(100 MHz, DMSO-ds): centr. 3,6 ppm (m, 4H, H-l y 6); 4,15 ppm (d J=3 Hz,

2H, H-3 y 4) ; 4,40 ppm (m, 2H, H-2 y 5).

EM m/e (%): 182 (M+, 0,5), 154 (M+—18, 2,2), 151 (M+—31, 1,5), 146 (M+—18-18,

2,5), 133 (151-18, 11,2); 121 (M+-6l, 25,0), 115 (133-18, 5,5),

103 (121-18, 21,0), 91 (182-91, 7,5), 85 (103-18, 25,8), 73 (91

18, 100), 61 (42,3), 57 (73,7), 43 (53,5).

Hexaacetilmanitol (hexaacetato de XV).

Ef = 120-122°C

lH-RMN(100 MHz, 01300) ppm: 4,20 (dq, 4H, H-l y 5); 5,08 (m, 2H, H-2 y 5); 5,40

(d ¿e 4 H2, 2H, H-3 y 4).

En experimentos de doble resonancia, por irradiación en 4,20 ppm, el multi

plete en 5,08 se transforma en un doblete (J: 4Hz) acoplado al de 5,40 ppm. Por

irradiación en 5,1 ppm, el doble cuarteto centrado en 4,20 ppm, se transforma

en dos dobletes de J: 5,5 Hz (acoplamiento geminal).

EMrn/e (7€): 434 (14+, 0,01), 374 (M+—60,0,5), 359 (374-15, 3,8), 289 (rupt.

0-4/0-5, 5,0), 259 (rupt. 0-1/0-2450-42, 7,2); 217 (rupt. c-3/0-4,

9,0), 187 (289-50-42, 11,0), 170 (M+—(3x60)—(2x42),8,0), 157 (217

50), 145 (rupt, 0-4/0-5, 14,5), 139 (259-(2x50), 13,0), 115 (217



210

60-42, 19,0), 103 (145-42, 8,2), 97 (217-(2x60), 4,5), es (145-60,

4,0), 73 (rupt. c-1/c-2, 3,4), 43 (0H300+,100).

Se conparó por CGLcontra testigo auténtico de hexaacetilmanitol en columna

de ECNSS-M 3 %.

Estudio del extracto de acetato de etilo

Unaporción del extracto metanólico suspendida en agua, se extrajo sucesiva

mentecon cloroformo, acetato de etilo y butanol. El extracto de acetato de eti

lo tenia los compuestos X, XI y XII, encontrados en la Fracción 6 de le columna

del Precipitedo 1, acompañadosde dos sustancias terpenoidales (XVI y XVII). El

rendimiento del extracto reSpecto a planta seca ere de 0,7 %.
La purificación de los flavonoides acilados X a XII se efectuó por cromato

grafias iterativas en columnas de medianapresión con silicagel H con mezclas de

B/Ac_depolaridad creciente comosolvente, reuniendo las fracciones con un solo
compuestoprincipal y reseparando las mixtas. Asi se obtuvieron Fracciones en

riquecidas con los compuestos que se enumerana continuación, aislados por pos

terior purificación de ceda uno de ellas:

Fracción l: aproximadamente6 sustancias con reacción cromogénica de terpenos

obtenidos en cantidades insuficientes para su estudio, 1%.

Fracción 2 pinocembrina-7-O- Q —(2"'-O—acetil) neohesperidósido (XII), 14%,
Rf= 0,47.

Fracción 3: pinocembrina-7-O- e —(3"'—D—aceti1)neohesperidósido (XI), 30 %,
Rf= 0,40.

Fracción 4: 7,EFdihidro-ll-hidroxiponasterona A (XVII), 2 %, Rf= 0,37.

Fracción 5: pinocembrina-7-Ü- G>—(6"—Ü—acetil)neohesperidósido (X), 7%, Rf: 0,34.
Fracción 6: ecdisterona (XVI), 4 %, Rf: 0,24.

Fracción 7: pinocembrina-7-O- Q -neohesperidósido (VII) 41 %, Rf= 0,12.

Los porcentajes de las fracciones están referidos al extracto y los Rfs. a la

cromatografía analítica en silicagel con B/Ac,l:2,comosolvente.
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Pinocembrina-7-O-{3 -(2"'—O—acetil) neohes eridósido (XII):
________ \ _ _____iL____.. __

Ej: 133-135°C (benceno/acetona)

Q! A_máx.:

l

25° . . .
cg]D = .62,2° (c 0,2 , plrldlna)

285 y 328 nm; +AlCla= 308 y 379 nm; +AlCla/ClH= 308 y 376 nm;

+CH30Na= 255 y 355 nm; +0H3000Na: 255 y 325 nm; +0H3000Na/503H3:

285 y 328 nm. (superponible al de pinocembrina-7-O-neohesperidóáido)

3300 (tens. 044), 2550 (tens. CHH),1720 (tens. 0:0, éster), 1530

(tens. 0:0, Flavonoide), 1550, 1547, 1500, 1450, 1375 (tens. 0:0,

aromática), 1300, 1240, 1170, 1120 (deform. 044), 1075 (estiram.

0-0), 990, 950, 590, 550, 510, 770, 740 y 700 (estiram. 0:0, seña
les de anillo aromáticopolisustituido).

H-HMN(50 NHz , 0M50-56) ppm: 1,15 (d J: 5 Hz , 3H, H-5"'); 2,03 (s, 3H, 05300)
2,50 y 3,0 (dq, 2H, H-3); 3,0- 4,0 (m, 9H, H de azúcares); 4,4-5,2

(m, 3H, H-1", H—1"' y H-2"'); 5,7 (dd J: 4 y 12 Hz, 1H, H-2);

5,13 (d J: 2 Hz, 1H, H-5); 5,19 (d J: 2 Hz, 1H, H-5); 7,47 (m, 5H,

H del anillo 8).

lH-HMN(300 M42 , piridina-ds) ppm: 1,75 (a J: 5 Hz, 3H, H-6"'), 2,0 (s, 3H,

5» m/e (%)

Qfi300—);2,91 y 3,25 (dq J gem=l7 Hz,“ anti: 12 Hz, J gauche: 4 Hz,
2H, H-5); 4,1-4,1 (m, 7H, H-3", H-4", H-5", H-5", H-4"' y H-5'“),

4,54 (dd J: 3,5 y 5,5 Hz, 1H, H-3"'); 4,73 (dd J: 5,5 y 5,5 Hz,

1H, H-2"); 5.40 (dd J: 4 y 12 Hz, 1H, H-2); 5,59 (d J: 5,5 Hz, 1H,

H-1"); 5,04 (dd J: 1,5 y 3,5 Hz, 1H, H-2"'); 5,25 (a J: 1,5 Hz,

lH, H-1"'); 5,52 (d J: 2 Hz, 1H, H-5); 5,55 (d J: 2 Hz, 1H, H-5),

7,43 y 7,50 (m, SH, H del anillo 5).

: 606 (M+, 0,5); 257 (pinocembrina+H, 35,0); 256 (pinocembrina, 100),

255 (pinocembrina44, 57,2); 235 (255-15, 1,5); 159 (oxonio de mo

noacetilramnosa, 42,3); 179 (pinocembrina-77, 94,8); 171 (189-18,

41,0); 153 (171-15, 37,0); 152 (RDA,anillo A, 70,5); 147 (159- 42,

14,2); 129 (159-50, 52,0); 124 (152-25, 42,0); 111 (129-15, 34,7);
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104 (RDA,anillo 8, 23,0); 97 (18,1), 95 (22,3), 91 (33,3), 85

(45,5), 73 (39,8), 71 (35,1), 59 (38,3), 50 (30,0), 57 (42,5), 55

(40,5), 43 (0H300+, 90,0) y 41 (41,5), Fragmentos de azúcar.

130—HMN(25,2 MHz, 0M50-dó) ppm z 17,79 (0-5"'); 20,55 (9H300-); 42,07 (0-3);
50,33 (045"); 58,2 (0-5"'); 58,48 (0-3"'); 59,5 (0-4"); 72,07

(0-2"' y 0-4"'); 75,4 (0-2" a); 75,5 (0-55 a); 75,8 (0-3" a);

78,5 (0-2); 95,1 (045); 95,4 (0-8); 97,04 (0-1" y 0-1"'); 103,32

(0-10); 125,5 (0-2' y 5'); 128,0 (0-3' y 5'); 128,51 (0-4'); 142,0

(0-1'); 152,45 (0-9); 162,85 (0-5); 154,72 (0-7); 159,55 (0H390-);
195,55 (0-4).

3
1 C-RMN(75,45 MHz, piridina-ds) ppm: 18,57 (045"'); 21,05 (9H300—);42,50

(0-3); 51,78 (045"); 59,83 (0-5"');70,90 (0-4"); 70,17 (0-3"');

73,79 (0-2"' y 0-4"'); 77,79 (0-2" a); 78,35 (0-5" a); 78,54 

(0-3" a);79,40 (0-2); 95,28 (045); 97,70 (0-8); 99,14 (0-1"');

99,20 (0413); 104,35 (0-10); 125,83 (0-2' y 5');129,10 (0-4');
129,30 (0-3' y 5');139,10 (0-13); 153,38 (0-9); 154,10 (0-5);

155,99 (0-7); 171,08 (0H390—);195,80 (0-4).
a . . . . .( ): indica que los valores 551gnados pueden estar intercambiados.

. _1
Acetilación de XII: El producto obtenido resultó idéntico (cod, IR y H-RMN

superponibles) con heptaacetato de pinocembrina-7-0-neohesperidósido.

Desacetilación de XII: El Flavonoide disuelto en metahol con agregado de una

solución 1,8 N de metóxido de sodio, se dejó reaccionar 20 minutos a 0°C.

Luegode ese tiempo, la solución Fue neutralizada con ácido acético, diluida

con agua y extraída con acetato de etilo. El producto obtenido resultó identi

co a pinocembrina-7-0-neohe5peridósido.

TrimetilsililÁggrivado de XII:
1

H-RMN(100 MHz, 01300) ppm: 1,21 (d 3: 5 Hz , 3H, H-6"'); 2,05 (s, 3H, 05300);

centr. 2,85 (dq, 2H, H—3);3,30-4,10 (m, 7H, H de azúcares);
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4,95 (d J: 2 Hz , 1H, H-1"'); 5,07 (d J: 7 Hz , 1H, H-1"); 5,12

(dd dee: 2 Hz , Jea: 4 Hz , lH, H-2 ); 5,30 (55 J: 4 y 12 Hz ;

1H, H-2); 5,03 (d J:2Hz , 1H, H-5); 5,35 (d J: 2 Hz , 1H, H-e);

7,35 (m, 5H, H del anillo 0).

711 (TMSmonoacetilneohesperidosa, 2,0); 689 (TMSpinocembrina-7

glucósido, 1,2); 551 (711-50, 0,9); 521 (711- TMSiOH,13,0); 551

(521-50, 5,2); 471 (561-TMSiOH,5,0); 421 (TMSacetilramnosaHH,

4,3); 400 (TMSpinocembrina, 5,0); 305 (400-15, 7,3); 333 (421+H

TMSiOH,52,1); 320 (400+H-TM51, 20,3); 313 (320-15, 10,5); 273

(333-50, 32,0); 251 (333-TMSi+H,e,1);-255 (pinocembrina, 1,0);

243 (333-TMSiOH,95,2); 103 (ROA, anillo'B, 7,5); 73 (TMSi, 100).

Hidrólisis ácida de XII: Se llevó a cabo de igual modoque con pinocembrina-7-O

neohesoeridósido. Los productos obtenidos Fueron caracterizados comopinocembri

na, D-glucosa y L-ramnosa.

Pinocembrina-7-Oh_e>-{3"'—0aacetillrneohesEeridósido (XI):\
E: : 135-14100

Q! : superponible al de pinocembrina-7-O-Ñ? —neohesperidósido (VII).

¿5 (cm-l): 3300 (tens. 044); 2550 (tens. c-c); 1720 (tens. 0:0, éster); 1530

(tens. 0:0 del Flavonoide); 1575, 1510, 1450, 1350 (tens. 0:0,

aromática); 1350, 1305, 1250, 1115 (deform. 04H); 1075 (estiram.

0-0); 990, 945, 595, 540, 500, 775, 735 y 703 (estiram. 0:0, seña

les de anillo aromáticopolisustituído).

lH-RMN(50 MHz, DMSO-dó)ppm: 1,20 (d J: 5 Hz , 3H, H-5"'); 2,0 (s, 3H, 05300-);
2,8 y 3,35 (dq, 2H, H-3); 3,30-4,0 (m, 9H, H de azúcares); 4,40

5,20 (m, 3H, H-l", H—1"' y H-3"'); 5,70 (dd J:4 y 12 Hz, 1H, H-2);

5,15 (a J:2 Hz , lH, H-5); 5,19 (d J:2 Hz , 1H, H-a); 7,47 (m, 5H,

H del anillo B).
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lH-HMN(300 MHz, piridina-ds) ppm: 1,80 (d J=5 Hz, 3H, H-6"'); 2,02 (s, 3H,

mua/e (se): ‘

Quaco—)¡centri 3,05 (dq, 2H, H—3); 4,0:4,45 (m, 7H, H de azúcar);

4,54 (dd dos daa: 9 H2., 1H, H-2"); 5,0 (dd Jee=l,5 Hz., Jae= 3 Hz.
lH, H-2"'); 5,40 (dd J: 4 y 12 Hz., lH, H-2); 5,73 (d J: 10 Hz.,

lH, H-1"); 5,83 (dd J: 3.y 10 Hz., lH, H-3"'); 5,34 (d J: 1,5 Hz.

lH, H-1"'); 5,53 (d J: 2 Hz}, lH, H-5); 5,58 (d J: 2 Hz., lH, H-8);

7,40 y 7,55 (m, SH, H del anillo 8).

505 (M+, 0,3); 255 (pinocembrina, 100); 255 (pinocembrina4H, 71,0);

l89 (oxonio de monoacetilramnosa, 47,5); 179 (pinocembrina-77 ,

89,8); 171 (189:18, 40,5); 152 (RUA,anillo A, 54,0); 147 (189-42,

15,2); 129 (189450, 55,0); 124 (152-28, 43,7); 111 (129 —18,32,0);

104 (RDA,anillo 8, 17,5); 95 (25,0); 91 (34,3); 85 (35,5); 73 (41);

71 (30,1); 60.(ÁS,5); 43 (87,6), Fragmentos de azúcar.

lao-RMN (25,2 NHz , DMSO-dó)ppm: 17,83 (0-5"'); 21,04 (9H300—); 42,13 (0-3);

ISS-RMN

50,34 (045?); 58,27 (0-5"' y 0-2"'); 59,50 (0-4" y 0-4"'); 74,20

(0-3'l'); 75,40 (0-2" a); 75,5 (0-5" a); 78,5 (0-3" a y 0-2); 95,10

'(0:5); 95,4-(0-8); 97,04 (0-1"); 100,35 (0-1"')¡ 103,32 (0-10);

125,50 (0-2' y 5'); 128,0 (0-5' y 3'); 128,53 (0.4|); 138,40 (0-1');

152,48 (0-9); 152,85 (0-5); 154,71 (0-7); 170,05 (0H390-)¡ 195,55
(0-4)»

(75,45 MHz,piridina-ds) ppm: 18,80 (045"'); 21,06¿(QH300—);43,00(0:3);
52,00(0—5");59,85 (0-5"'); 70,10(c—2"');70,70 (0-4")¡ 71,08

(0-4"'); 75,50(0—3"'); 78,30(C—2"a); 78,90(0—3"y 5" a); 79,44

(0-2); 95.19 (045); 97,80(c—8); 99,00(0—1"); 102,55 (0-1"');

104,30(c—10);125,80 (0-2' y 5'); 128,99 (0-4'); 129,11 (0-3' y 5');

139,35 (0-1'); 153,35 (0-9); 154,40 (0-5); 155,11 (0-7); 170,84

(0H390—); 195,51 (0-4).

Acetilación de XI: Por acetilación se obtuvo un producto idéntico al heptaace
l

tato de pinocembrina-7-O- Q —neohesperidósido (cod, IR y H-RMNsuperponibles).
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Desacetilación de XI: se realizó del mododescripto anteriormente y nuevamente

condujo a 1a obtención de pinocembrina-7-O-neohesoeridósido (VII).

Trimetilsilil derivado de XI:
I—“"““““““‘f"""

H-RMN(100 MHz , 01300) ppm : 1,10 (d J='6Hz , 3H, H46"'); 2,06 (s, 3H, 03300);

centr. 2,9 (dq, 2H, H-3); 3,4564,10 (m, 9H, H del azúcar){ 4,85

5,10 (m, 3H, H-1"', H-I” y H-3"'); 5,25 (dd J: 4 y 12 Hz , 1H,

H-2); 6,03 (d J: 2 Hz , lH, Has); 6,30 (d J: 2 Hz , lH, H—8); 7,34

(m, SH, H del anillo B).

EMm/e (%): 711 (TMSmonoacetílneohBSperidosa, 1,3); 690 (TMSpinocembrina-7

O-glucósido-TMSiO+H, 1,0); 651 (711-60, 1,5); 621 (711-TMSiÜH,14,0);

551 (621460, 7,0); 471 (561-TMSiOH,2,0); 421 (TMSiacetilramnosa,

2,6); 400 (TMSpinocembrina, 2,0); 385 (400415, 6,5); 333 (421+H

TMSiD,55,5); 320 (400+H-TM5,37,0); 313 (328-15, 19,6); 273 (333

60, 40,2); 261 (333-TMSi+H,10,0); 256 (pinocembrina, 1,5); 243

(333-TM510H, 99,0); 201 (273-TMSi, 30,5); 73 (TMSi, 100).

Hidrólisis ácida total de XI: Los productos obtenidos resultaron ser pinocembri

na (5,7-dihidroxiflavanona), D-glucosa y L-ramnosa, tal comose habian caracte

rizado en los anteriores glicósidos.

Pinocembrina-7-O-(3 —(6"—0—acetil]neohesEeridósido (X):\
Q! : tanto el espectro en metanol comocon los reactivos de desplazamiento, re

sultaron superponibles con los de pinocembrina-7-Ü-neohesperidósido (VII).

1H-HMN_(60M42, DMSO-ds)ppm : 1,15 (d J: 6,5 Hz., 3H, H-6"'); 1,95 (s, 3H,

05300—); 2,9 (m, 2H, H-3); 3,0—4,4 (m, 10 H, H de azúcares), 4,6

(m, 1H, H—1")¡ 5,12 (m, 1H, H-1"'J ; 5,7 (dd 0:4 y 12 Hz., lH,

H-2); 6,15 (m, 2H, H—6y H-B); 7,5 (m, 5H, H del anillo B).

1

H-HMN(300 MHz, piridina-ds) ppm: 1,70 (d 3: 6 Hz , 3H, H45"'); 1,98 (s, 3H,

05300—); 2,90 y 3,30 (dq, 2H, H-3); 4,0-5,0 (m, 10H, H de azúcares);
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5,45 (dd J: 4 y 12 Hz, lH, H-2); 5,73 (a Jü‘lü Hz, lH, H-1");

8,38 (a J: 1,5 H2 , lH, H—1"'); 8,87 (d J- 2 Hz , lH, HAS); 8,72

(d J: 2 Hz , lH, H-8); 7,40 y 7,55 (m, SH, H del anillo 8).

lao-RMN(25,2 MHz,0M50-d6) ppm: 17,93 (0-8"); 20,80 (943004; 42,18 (0-3);
82,30 (0-8"); 88,30 (0- m); 70,05 (0-4"); 70,33 (0-3'” a);

70,44 (0-2'“ a); 71,84 (tz-4'“); 73,88 (0-5" ) ; 78,14 (0-2" b);

78,98 (0-3" b); 78,70 (0-2), 95,28 (C-6); 98,55 (0-8); 97,38-(0

1"); 100,42 (0-1'“); 103,35 (0-10); 128,80 (0-2' y 8'); 128,88

(0-3' y 5'); 128,5 (0-4'); 138,37 (0-1'); 182,55 (0-9); 182,83

(0-5); 184,83 (0-7); 189,85 (0H3_c_0—);198,71 (0-4).
13

C-RMN(75,45 MH2;.,piridina-ds) ppm : 18,81 (tz-8'“); 20,80 (9300-); 43,50
(0-3);.-84,20(0—8");89,90 (C-5'“); 71,27 (0-4"); 72,30(0—3"' a);

72,71 (0-2'” a); 74,02 (0-4'”); 75,81 (0-5");77,55 (0-2" b);

79,00(0-3" b); 79,80 (0-2); 98,40(c—8); 97,78 (C-B); 99,48 (0-1");

102,45 ( —1"'); 104,48 (0-10); 128,83 (0-2' y 6'); 129,08 (0-4',

0-3" y 0-5'); 139,00(c—1');183,35 (0-9);184,50 (0-5); 188,08

(0-7); 170,10 (0113904; 198,84 (0-4).

(a) (b): indica que los valores asignados pueden estar intercambiados;

Acetilación de X: Produjo el heptaacetato de pinocembrina-7-O-neohesperidósido.

Desacetilación de X: Por desecetilación se obtuvo pinocembrina-7-O—neohe5peri
dósido.

Trimetilsilil derivado de X:

lH-FIMN(80 M-Iz , 01300) ppm: 1,18 (d J: 8 Hz , 3H, H-6"'); 1,90 (5, 3H, 013004;
2,8 y 3,2 (dq, 2H, H-3); 3,4-4,1 (m, BH, H de azúcar); 4,35 (m,

2H, H-8"); 4,90 (rn, lH, H-l'“); 5,10 (d J:8 Hz , 1H, H-1"); 5,40

(dd J:4 y 12 Hz , lH, H-2); 8,10 (d J:2 Hz , 1H, H-8); 8,30 (d J:

2 H2, lH, H-8); 7,35 (m, SH, H del anillo 8).
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EMm/e (%); 711 (TMSmonoacetilneohesperidosa, 4,3); 651 (711-60, 1,0); 521

(711-TMSiOH,4,0), 620 (711-H-TMSiÜH,5,2); 579 (521-42, 3,0);

551 (621-60, 1,9); 489 (621-42-TMSiOH, 3.a); 451 (TMSramnosa-H,

9,0); 400 (TMSpinocembrina, 3,3); 335 (400-15, 3,1); 363 (451+H

TMSiO,27,5); 328 (400+H-TMSi, 3,5); 313 (328-15, 3,7); 273 (353

TMSiOH,15,0); 147 (oxonio de ramnosa, 25,0); 95 (24,0); 93 (55,7);

73 (TMS, 100).

Hidrólisis ácida total de X: Se obtuvieron comoproductos pinocembrina, D-glu

cosa y L-ramnosa.

.CoEErobaciónquimica de las estructuras de los Flavonoides acilados XI y XII.

i) Metilación con triflato de metilo de una mezcla de los Flavonoides XI y XII:

Una mezcla de los Flavonoides XI y XII (30 mg), previamente secada dos dias

al vacio a 60°C con P205 , Fue diSuelta en 6 ml de P04(CJH3):3y se le agregaron
450microlitros de 2,6-diterbutilpiridina y 300 microlitros de trifluormetan

sulFonato de metilo (FSC-SOÉOCHSJ.La mezcla se mantuvo a 50°C, con agitación
durante 2,5 horas. Al cabo de ese tiempo, se le agregaron 20 ml de cloroFormo y

80 ml de agua, separándose la fase clorofórmica (incolora). Esta Fase Fue seca

da con 804Na2 , concentrada y purificada en columna de Sephadex LH-20 con me
tanol comoeluyente.

La Fracción de los Flavonoides acilados permetilados, fue hidrolizada por

calentamiento a BO°C a reflujo durante 10 horas, con 5 ml de SOaH2lÜ N/ ¿Sido

acético glacial(1:l9).Los azúcares metilados se extrajeron, juntamente con la
aglicona, con acetato de etilo. Este extracto se purificó (dos veces), con re

sina de intercambio aniónica débil AGSdi (Dowex 3, Forma ÜH—)eluyendo con

metanol. El residuo, disuelto en 0,2 ml de agua, alcalinizado con amoniaco, Fue

tratado de la maneradescripta al comienzo de este capitulo para Formar los

correspondientes alditoles acetilados. Estos alditoles parcialmente metilados

acetilados se analizaron por CGLy CGL-EMen columna de ECNSS-M3% en condicio
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nes isotérmicas a 140 °C en CGLy en condiciones de temperatura programada de

140 hasta 180°C en CSL-EM.

El cromatogramagas-liquido mostró tres compuestos identificados como:

ala-dimetil-l,2,5-triacetilramnit01:

Tg(tiempode retención relativo al de l,5-diaceti1-2,3,4,6-tetrametilglucitol)
T = 0,89

9

EM(CGL-EM)rn/e (36): 109 (rupt. 0-3/0-4. (c-1,2_ y 3), 20,2); 131 (rupt. 0-3/0-4

(C-4,5 y 6), 76,2); 129 (189-60, 54,2); 99 (129-30, 16,1); 09 (131

42, 42,3]; s7 (129-42, 26,3); 71 (131-60, 6,5); 43 (0H300+, 100).

2,4-diggtil-l,3,5—triacetilramnitol:

' Tg= 0,96

EM(CSL-EM!rn/e (5€): 233 (rupt. 0-4/0-5, 27,1); 201 (233-32, 14,6); 173 (233

60, 3,0); 161 (233-30-42, 6,6); 127 (201-42-32, 13,4); 117 (rupt.

0-2/0-3 (0-1 y 2), 100); 101 (173-30-42, 45,0); 45 (10,6).

1,2,5-trigpetil-3,4,6-trimetilglucitol:

Tg= 2,0

EM[CSL-EM)m/e (7€): 109 (rupt, 0-3/0-4 (01,2 y 3), 21,0); 161 (rupt. 0-3/0-4

(tz-4,5 y 6), 19,0); 129 (189-60 y 161-32, 100); 101 (161-60, 14,6);

99 (189-60-30, 9,5); a7 (109-60-42, 23,0); 71 (161-60-30, 10.5);

57 (12,3), 55 (13,1); 46 (25,0); 43 (03,9); 41 (20,3).

ii) Sintesis de metilramnitoles testigos

Se llevó a cabo por metilación parcial de metil ramnósido con ioduro de me

tilo en metanol, con agregado de A920comocatalizador (metilación de Purdie)
(180, 271) , separación posterior de los metil ramnósidos con distintos grados

de metilación, hidrólisis y la secuencia ya descripta para la obtención de

ramnitoles con distintos esquemasde metilación.
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Obtención del metil ramnósido (272):

Se agregaron 0,55 g de resina de intercambio catiónica Dowex5Q (Forma H+),

equilibrada previamente en metanol, sobre 1,0 g de L-ramnosa disuelta en 5,4

ml de metanol anhidro, dejando reaccionar durante una noche, a reFlujo, con a

gitación. Luegode ese tienpo, se Filtró la resina y, por concentración a seque

dad, se obtuvo el metil ramnósido comoun jarabe que no pudo cristalizarse y,

al que, luego de lioFilización, se sometió a la metilación de Purdie.

Metilación de Purdie (180, 271):

Se disolvió el metil ramnósido en 4,5 ml de metanol anhidro y luego se agre

gó, con agitación, 3,4 g de Ag20 recientemente preparado y 1,8 ml de CHBI. Se
mantuvo la agitación a temperatura ambiente durante 4 horas y pasado ese tiem

po, se Filtró la mezcla de reacción. Las sales de plata, insolubles, se reFlu

jaron con cloroFormoy estos extractos se reunieron al Filtrado y, en conjunto,

se evaporaron a sequedad. Asi Fueron obtenidos, metil ramnósidos con distintos

grados de metilación, que se separaron en columna de silicagel con cloroFormo:

metanol(97:3)como solvente.

Cada Fracción de esta columna se hidrolizó con SDaH20,2'N durante 3 horas.
a reFlujo. Luegode llevar la mezcla de hidrólisis a pHlevemente alcalino, se

redujeron los azúcares parcialmente metilados de cada Fracción, acetilando a
continuación esos alditoles.

Las distintas Fracciones de alditoles parcialmente metilados y aCetilados ob

tenidas, se analizaron por CGLy CSL-EM.En una de ellas se encontraba una mez

cla de 2,3-dimetil-l,4,5—triacetilramnitol y 3,4-dimetil-l,2,5—triacetilramni

tol (Tg 0,99 y 0,89 respectivamente) comocompuestos mayoritarios. Este último
resultó totalmente coincidente con uno de los ramnitoles obtenidos por metila

ción, hidrólisis, reducción y acetilación de la mezcla de Flavonoidesacetila

dos XIVyXII. El primero, no coincidia con el otro ramnitol obtenido de los Fla

vonoides naturales, ni en cuanto a Su Tg, ni en su espectro de masas. Por con
siguiente, el segundoramnitol proveniente de los Flavonoides se caracterizó

como2,4-dimetil-l,3,5—triacetilramnitol.
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Ecdisterona (XVI):

La Fracción del extracto de acetato de etilo enriquecida con el compuesto

terpenoidal XVI, fue sometida a purificación en columnade alúmina neutra, elu

yendo con metanol, condiciones en que las sustancias de naturaleza flavonoidica

quedaban.retenidas,y posterior columnade silicagel con acetato de etilo:meta

nol(9:l)oomo solvente, aislándose de este modoel compuesto XVI, ecdisterona.

Ecdisterona

Ef : zas-24000 (5/Ac)

y )\ máx.: 242 nm(metanol).

: 240 y 300 nm (luego del tratamiento con MeOH/ClHa 70°C, 15 min.)

la (13mml) : 3550 (tens. 0-H); 2560 (tens. 04H); 1660 y 1640 (tens. 0:0 y c=c

respectivamente del sistema 7-en46-ona); 1460, 1445, 1380 (Flex.

asimétrica y simétrica de metilo); 1320, 1270, 1230 1215 (deform.

04H); 1075, 1060,1030 (estiram. 0-0); 555 y 652 (absorc. de doble

enlace).

1H-RMN(100 MHz, acetona-dó) ppm : 0,90 (s, 3H, CH3-19); 0,93 (s, 3H, 0H3-15);

1,15 (s, 9H, CH3—21,26 y 27); 1,0-2,0 (m, 16H, metilenos); centr.
2,3 (m, 2H, metinos); 3,10-3,55 (m, 3H, H-2, H-3 y H-22); 5,65 (d

J: 4 Hz , lH, H-7).

ïgzggg (100 MHz, piridina-ds) ppm: 1,04 (s, 3H, 0H3-19); 1,15 (s, 3H, 0H3-15);

1,37 (s, 6H, CH3—26y 27); 1,55 (s, 3H, CH3—21); 1,70-2,60 (m, 14H,
metilenos); centr. 2,95 (m, 2H, metinos); 3,50 (t, 1H, H-17); 3,52

(dd 0:3 y 6 Hz , lH, H-22); 4,15 (m, 2H, H-2 y 3); 6,15 (d 3:4 Hz ,

lH, H-7).

EMm/e (%): 452 (M+—18,2,0); 444 (462-15, 5,3); 429 (444-15, 10,0); 426 (444

15, 36,5); 411 (426-15, 5,2); 405 (426-15, 17,0);393 (405-15, 9,5);

353 (M+—ll7(cad. 1at.), 27,6); 345 (363-15, 79,2); 344 (363-15-1,

73,0); 327 (345-15, 66,6); 309 (327-15, 17,0); 301 (M+—(C-20a 0-27)
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10, 20,3); 300 (M+-(C—20a 0-27)-10-1, 39,0); 205 (300-15, 24,5);

173 (0-17 a 0-27J-H, 31,2); 151 (0-20 a 0-22, 10,0); 143 (151-10,

30,5); 125 (143-10, 10,0); 117 (0-22 a 0-27, 4,5); 99 (117-10, 100);

01 (99-10, 59,0); 71 (22,5); 59 (27,0); 59 (30,2); 57 (10,0);

55 (15,1); 55 (20,7); 43 (93,0).

C-RMN(25,2 NHz , piridina-ds) ppm: 17,53 (0-10); 20,00 (0-11); 21,17 (0-21);
24,12 (c-19); 27,00 (0-12); 29,54 y 29,75 (0-25 y 27); 31,34 (c

15 a); 31,55 (0-15 a); 32,13 (0-4); 34,14 (0-9); 37,44 (0-1);

30,30 (0-10); 42,19 (0-24); 47,77 (0-13); 49,74 (0-17 y 0-23);

51,05 (0-5); 07,72 (0-2 b); 57,05 (0-3 b); 59,40 (0-25); 75,55

(0-20); 77,20 (0-22); 03,90 (c-14); 121,20 (0-7); 155,95 (0-0);

200,52 (c-5J.

(a) (b): indica que los valores asignados pueden estar intercambiados.

Triacetato qg ecdisterona (2,3,22-triacet0xiecdisterona)

1 :

H-FIMN(50 MHz, 01300) ppm: 0,05 (s, 30, 003-10); 1,03 (s, 30, 003-19); 1,20

E_Mm/e (9€):

y 1,21 (2 s, 50, 003-25 y 27); 1,24 (s, 3H, 003-21); 1,20-2,20

(m, 15H, metilenos); 1,97 (s, 3H, 05300—); 2,00 (5, 6H, 2 quaco-);

2,34 (m, 1H, H-5 ); 2,50 a 2,90 (m, lH, 0-17); 3,12 (m, lH, H-9);

4,00 (dd 3:4 y 0 Hz , lH, H-22); 5,25 (m, 2H, H-2 y H-3); 5,00 (a

3: 2Hz , lH, H-7).

520 (M+-60—18,4,5); 510 (520-10, 15,0); 495 (510-15, 7,0); 492

(510-10, 0,5); 477 (492-15, 3,0); 450 (510-50, 2,2); 437 (510

(0-24 á 0-27), 5,3); 305 (M+—(C—20a c-27)-10, 10,0);334 (437-1

50-42, 11,0); 105 (0-20 a 0-27)-10, 7,5); 173 (11,1); 107 (105

10, 5,7); 125 (105-50, 14,7); 123 (c-22 a 0-27)-10-10, 10,5);

99 (0-22 a 0-27-50, 13,5); 01 (99-10, 30,3); 79 (11,0); 59 (41,5);

57 (11,7); 59 (14,0); 55 (25,3); 43 (00300+, 100).
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7,B-dihidro-ll-hidroxiponasterona A (XVII):

Se obtuvo de la fracción 4 del extracto de acetato de etilo. Su aislamiento

requirió una columna de alúmina neutra comose describió para ecdisterona (XVI)

y la purificación se realizó por medio de una columnade silicagel con acetato

de etilo:metanol(98:2; 95:5 y 90:10)comosolventes.

= no absorbe.IE

¿5 (cm-1) : 3350 (tens. 0-H); 2870 (tens. 0-0); 1895 (tens. c=0); 1445 y 1375

(Flex. asimétrica y simétrica del metilo); 1265, 1230, 1215 y 1200

(deform. Ü-H); 1095 (estiram. C-O); 1010 (estiram. C-O); 860 (esti

ram. C-C).

lH-RMN(80 MHz, piridina-ds) ppm: 0,82 (d J: 8 Hz , 6H, CH3-26 y 27); 1,23 (s,

3H, 0H3-18); 1,40 (s, 3H, 0H3-19); 1,53 (s, 3H, CH3-21); 1,4-3,5
(multipletes, 18H, metilenos y metinos de esqueleto); 4,3; 4,6 y 4,7

(multipletes, 4H, H-2, H-3, H-11 y H-22).

EMm/e (%)l: 487 (M+—15,2,2); 484 (M+—18,5,1); 428 (M+—(3x18), 2,1); 413 (428

15, 2,0); 381 (M+—C—22a 0-27, 3,7); 383 (381-18, 84,0); 348 (383

18, 40,5); 327 (345-18, 28,2); 309 (327-18, 15,5); 285 (8,1); 287

(10,2); 189 (12,0); 187 (0-17 a 042744, 11,4); 145 (0-20 a 0-27,

40,8); 127 (145-18, 9,0); 109 (127-18, 32,5); 101 (0-22 a c-27, 2,0);

83 (101-18, 75,0); 71 (35,8); 87 (33,0); 58 (100); 43-(94).

Tetraacetato de XVII:

1H-RMN(80 MHz , 01300) ppm: 0,83 (s, 3H, CH3—18); 0,90 (s, 3H, CH3—19); 1,05

(a J: 8 Hz , 6H, CH3—26y 27); 1,21 (s, 3H, CH3-21); 1,90; 1,98;

2,02 y 2,08(4 singuletes, 12H, 4 Q5300—);l,2-2,7 (m, metilenos y
metinos de esqueleto); 4,80 (m, lH, H-22); 5,15 y 5,30 (m, 2H, H-2

y H-3); 8,40 (m, lH, H-11).
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Marchaseparativa para el estudio de los alcaloides de la planta.

El Filtrado del Precipitado l proveniente del extracto metanólico, Fue con

centrado y volcado sobre l litro de solución de ClH0,1 N, dejándolo reposar y

Filtrando el precipitado asi obtenido.

La solución acuosa ácida se extrajo sucesivamente con éter etílico y cloro

Formo. La Fase acuosa de estas extracciones-se llevó a pH 10 con amoniaco y se

extrajo nuevamentea ese pH con éter etílico y cloroFormo.

Se llevó, luego, la Fase acuosa a pH 12 con 803K2y se precipitaron los a1
caloides Cuaternarios comosales del anión conplejo de la sal de Heinecke

(Cr(SCN)4(NH3)2ïjN44). Se obtuvo un reineckato a pH 12 (rosado) como un preci

pitado muyabundante que se Filtró. El Filtrado se llevó a pH 8, y se repi
tió el tratamiento con la sal de Reinecke, obteniéndose un reineckato a pH 8

muchomenosabundante que Fue Filtrado. El Filtrado Fue llevado luego, sucesi

vamente a pH 5 y pH l,y Fue repetido el tratamiento con la sal de Reinecke, pe

ro no se obtuvieron reineckatos a ninguno de estos pHs.
Los reineckatos obtenidos se trataron con resina de intercambio aniónica

Fuertemente alcalina Amberlite IRA400 (Forma OH—)para obtener los alcaloides

cuaternarios comosus hidróxidos y asi liberarlos del anión conplejo que permi
tió su separación.

Estudio del extracto etéreo a EHlO_(0,07 %respecto a planta seca).

Se realizó la separación de sus conponentes mediante una columna de alúmina

neutra con mezclas de benceno-cloroFormo, cloroFormo-metanol y metanol-agua de

polaridades crecientes. Se obtuvieron de este modocuatro Fracciones principa

les, que se estudiaron comose detalla a continuación:

Fracción l: Fue analizada por CGLy CSL-EM,identiFicandose entre Sus componen

tes norhigrina (XVIII) e higrina (XIX);Tienpos de retención 7,31 y 7,77 respec

tivamente, en CGLen columna de Apiezon (con N-FID) en condiciones isotérmicas

a 50°C .
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Norhigrina (XVIII):

+ + +
, 4,5); 112 (M —15. 19,2); 84 (M —43, 15,0); 70

10,5); 44 (40,3);

EM (CSL-EM) m/e (%): 127 (M

(M+—57,ión pirrolidinio, 100); 56 (CH2=ÑH-CH=CH2,

42 (CH2-ÑH=CH,44,0); 31 (43,0).

Higrina (XIX):

gy (CSL-EM) m/e (%): 141 (M+, 12,5); 125 (M+—15,33,0); 98 (M+—43, 15,2); 84

. 9.3);(M+-57, ión N-metilpirrolidinio, 100); 7o (CH2=Ñ(CH3)—CH=CH2

56 (GHz-Ñ(CH3)=CH, 12,0); 44 (34,0); 42 (CH=Ñ—CH3,88,5); 31 (20).

Sintesis de higrina: Se llevó a cabo por condensación del ácido acetondicarboxi

lico con el alcohol resultante de la reducción de N-metil-2-pirrolidona con

HaLiAl, a pH 7 y temperatura ambiente, durante 40 horas (267)¿

Sintesis del ácido acetondicarboxílico

Fue realizada según la técnica descripta (273). Se hizo reaccionar a —5°C,

78 ml de ácido sulfúrico fumante con 35 g de ácido cítrico, agregado en peque

ñas porciones. Luego del agregado, Se permitió alcanzar la temperatura ambien

te a la mezcla de reacción y entonces, se calentó en baño de agua a 30°C hasta

que cesó el desprendimiento gaseoso. El aislamiento del producto se realizó por

agregado de hielo molido a la mezcla de reacción enfriada a 0°C y Filtración

rápida del precipitado blanco de ácido acetondicarboxilico Formado.Este compues

to es estable alrededor de una semana en desecador (Rend. 68,0%).

Sintesis de higrina y cuscohigrina (267).

Se disolvieron 10,9 g de N-meti1-2-pirrolidona en éter anhidro y se agrega

ron 2,0 g de HaLiAl, dejándolos reaccionar durante l hora a reflujo en baño de
agua. Entonces, se enfrió la mezcla a 0°C y se agregó lentamente, una solución

de 10,02 g de ácido acetondicarboxilico en 700 m1 de solución tampón de FosFa

tos a pH 7. Se neutralizó Finalmente con Na0Hl N, hasta llevar a pH 7-8 y se

eliminó el éter etílico a presión reducida.
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Despues de 40 horas de reacción a tenperatura ambiente, se llevó a pH 2 con

ClH2 N y se descarboxiló el producto de reacción calentando la mezcla de reac

ción a 85°C en baño de agua. Finalizado el deSprendimiento gaseoso, se concentró

a mitad de volumeny se extrajo con 4x50 ml de éter etílico en medio ácido, para

luego alcalinizar con amoniaco y extraer nuevamentecon éter etílico (7x50 ml)

en medio alcalino. Este extracto Fue secado sobre 804Na2anhidro y concentrado.
Contenia los alcaloides higrina y cuscohigrina que Fueron separados por desti

lación al vacio (higrina, Pe: 6045460 a 15-20 Torr., Rend.= 20,5%; cuscohigrina,

Pe: 106-110°C). La higrina sintética resultó idéntica al compuestoXIXde flig

rembergia higpomanica (tr en CGLy eSpectro de masas).

La sintesis de norhigrina por un caminoanálogo a partir de 2-pirrolidona

resultó infructuosa.

Fracción 2:

constitUida por las Fenetilaminas €S-feniletilamina (XX)y hordenina (XXI),
que Fueron separadas por nuevas cromatografias en columna de alúmina neutra con

acetato de etilo:metanol, 99:1, 98:2, 95:5 y 90:10, comosolventes. Las Fraccio

nes iniciales de esta columna poseían Q)—Feniletilamina (XX), que se identificó
por CGLy ¿GL-EM.Las siguientes eran ricas en hordenina (XXI), que resultó

ser el principal alcaloide del extracto etéreo a pH10.

P) —Feniletilamina (XX)\
tr= 5,23 en CGLen columnas de ÜV-lOl en condiciones de temperatura programada"

de 50 a 250°C a 10°C/min.

g m/e (96): 121 (M+; 9,6), 120 (M+-1; 100),119 (nf-2, 22,5), 91 (bencilo; 57,0),

55 (91- 04:04} 25,0), 51 (9,7), so (4,5) 41 (4,0), 39 (20,5).

Hordenina (XXI)

tr= 8,59 minutos (en CGLen columnas de DV-lÜl, en las condiciones descriptas

para Q —f"eniletilamina ) .
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lH-RMN(100 MHz , 51350/M50H—d4)ppm: 2,33 (s, 5H, N-metilos); 2,52 (m, 4H.

-CH2—CH2—);5,55 y 5,94 (dos dobletes J: e Hz , sustitución gara
aromática).

gg m/e (%): 155 (M+, 3,2); 121 (M+-N(CH3)2, 5,1); 107 (hidroxibencilo. 11,5);

91 (bencilo, 7,4); 77 (Fenilo, 20,1); se (CH2=Ñ(CH3)2.100); 55

(14,3); 44 (10,7); 39 (5,9).

Se confirmó ademásla estructura por conparación con testigo auténtico.

Fracción 3 :

Se analizó por CGLy CGL-EM,identificándose entre sus componentes hordenina

(XXI) y N-metiltiramina (XXII).

N-metiltiramina

gg m/e (%): 151 (M+, 1,5); 149 (M+-2, 0,5); 121 (M+—30,1,13); 120 (M+-30—1,

1,6); 108 (mph? con reord., 2,6"); 107 (rupt. Q ,hidroxibencilo,
9,2); 91 (1,2); 75 (1,1); 77 (4,2); 55 (1,2); 55 (7,4); 51 (1,7);

44 (CH2=ÑH(CH3),100); 43 (1,4); 42 (3,0); 41 (0,7).

Fracción 4 :

Estaba constituida principalmente por tiramina, comose dedujo por CGL-EM

y comparación con testigo.

Tiramina(4-hidroxL-e-feniletilamina)(XXIII).

Tr = 5,76 min en CGLen columna de SE-BO3 % en las siguientes condiciones de

tenperatura programada: 130°C (l min.) hasta 150°C a 10°C/min.

En estas condiciones, hordenina tiene un Tr: 6,10 min.

Q m/e (73): 137 (W, 1,2); 135 (M+-1, 1,0); 121 (M+—NH2,1,1); 105 (ruptacon
reond., 5,5); 107 (hidroxibencilo, 7,5); 77 (3,0); 55 (1,5); 44

(5,0); 30 (CH2=ÑH 100).2!
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Estudio del extracto clorofórmico a pH 10 (0,02 %respecto a planta seca).

La separación de sus conpcnentes se llevó a cabo por medio de una columna

de alúmina neutra con cloroformo y mezclas de polaridades crecientes de cloro

Formo y metanol, como solventes.

Entre sus conponentes se identificó la Fenetilamina hordenina (XXI) y'el a1

caloide del tropano tigloidina (XXIV),

En ccd en silicagel con acetona:agua:amoniaco(90:7:3)como solvente, hordeni

na tiene un RF: 0,85 y tigloidina RF: 0,75.

Tigloidina (3 Q —tigloiloxitropina)

Tr: 10,38 min. en CGLen columnas de OV-lOl en condiciones de temperatura pro

gramada de 50°C a 25000 a 10°C/min.

ccd, silicagel, acetona:H ÜzNH3,90:7:3,RF: 0,75 coincidente con el de un tes2

tigo de picrato de tigloidina. En estas condiciones un testigo de picrato

de 3tx -tigloiloxitropina presentó un RF: 0,42, mientras la base tropina

tenia RF=O,36.

ccd, silicagel, acetato de etilo:Me0H:NH3,15:5:l ; tigloidina, RF: 0,80; 3°< 
tigloiloxitropina, RF: 0,45 y tropina Rf=0,38. Se usaron ademásplacas de

silicagel de alta resolución.

EMm/e (%): 223 (M+, 18,4); 140 (M+—83(acilo), 7,2); 124 (M+-99 (aciloxi), 100);

110 (N-metil-hidroxipiridinio, 12,3); 96 (06Hlo N+, 11,5); 95 (06
+ + + +

H9N , 12,6); 94 (CGHBN, 29,52; 83 (C5H9N , 29,1); 82 (CSHBN , 44,2);
67 (15,3); 55 (16,6); 42 (CH N-CH3 , 25,0).

Estudio de los alcaloides cuaternarios

Reineckato a EH12 (0,1 % , respecto a planta seca).

Los alcaloides liberados con resina Amberlite IRA-400(forma ÜH-), eluyen

do con etanol, se separaron en columna de alúmina neutra con cloroFormo:MeÜH:
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fácido acético(90:10:l)como solvente, obteniéndose colina (XV).

Colina (xv)

ccd, celulosa,-Et0H:NH 4:1;RF= 0,60 comparado contra testigo de cloruro de3!
colina.

cod, celulosa, acetato de etilozbutanolzácido acético:H20,8:2:3:2,HF= 0,53.

1 + +
H-RMN(100 M-lz, 020) ppm: 3,18 (s, 9H,(C!_-Ia)3N-); 3,5 (m, 2H, —o42—N(o43)3);

4,03 (m, 2H, —m2—m).

Picrato de colina

Formadopor agregado de ácido picrico en etanol a una solución etanólica de

XVy recristalizado de etanol, dió agujas amarillas PF: 240-24200, no observán

dose depresión al realizar el punto de Fusión mezcla con el piorato del testigo.
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RESUMEN

El objeto de este trabajo ha sido el estudio quimico de Nierembgrgia higpo

manica Miers. (Familia Solanaceae), una planta argentina con reconocida acti

vidad tóxica para el ganado.

Se realizó principalmente el estudio del extracto metanólico, debido a que

esta Fracción presentó toxicidad en ensayos Farmacológicos preliminares.

En la presente Tesis, se desarrollan los siguientes temas:

l) Introducción a la Familia Solanaceae, con la másreciente distribución taxo-'

nómica, según el Ing. A. Hunziker.

Caracteristicas Fitoquimicas de la Familia y descripción del género Nierem

bergia, con los antecedentes de estudios quimicos y Farmacológicos de la eSpe

cie que es el objeto de esta Tesis.

2) Descripción de las familias de compuestos encontradas en esta planta (com

puestos terpénicos: triterpenos pentaciclicos y ecdisteroides; compuestosFenó

licos: glicósidos de flavonoides y glicósidos acilados de Flavonoides; alcaloi

des: Fenetilaminas y alcaloides del tropano).

La mismaha sido realizada, considerando las estructuras conocidas de cada

grupo de compuestoscuandoresultara necesario, la distribución en el reino ve

getal y, especialmente, los métodoseSpectroscópicos utilizados en su elucida

ción estructural (uv, 19,. EM,lH-RMNy laC-RMN).Este último análisis, permiti

rá una mejor conprensión de la discusión de los resultados de esta Tesis.

Tambiense han descripto brevemente las propiedades Farmacológicas de las

familias que las presentan.

3) Discusión de la contribución de este trabajo al conocimiento de esta planta

argentina, que corresponde al aislamiento e identificación de los siguientes

compuestos:

'd ' d d H h st H .a) H1 rocarburos lineales es e C22 46 a a Cao 62
' d d H h t H .b) Alcoholes superiores normales es e 019 40O as a 032 650

c) Triterpenos pentaciclicos: ácido ursólico (I), ácido oleanólico (II),
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uvaol (III), o<«amirina (Iv) y gs-amirina (v).
d) Una cumarina: escopoletina (VI)

e) Flavonoides: pinocembrina-7-O- %.-neohesperidósido (VII), quercetina
3-Ü-galactósido (XIII).

F) Flavonoides acilados: pinocembrina-7-O-e -(6"-D-acetil) neohesperidó

sido 1(X) , pinocembrina-7-O- Q.-(3"'—0—acetil) neohesperidósido (XI),

y pinocembrina-7-CF-g -L2"'—0—acetil) neohesperidósido (XII).
g) Un hexitol: manitol (XV).

h) Ecdisteroides: ecdisterona (XVI)y 7,8-dihidroajugasterona c (XVII).

i) Alcaloides pirrolidinicos: norhigrina (XVIII) e higrina (XIX).

j) Fenetilaminas: Q>—feniletilamina (XX), hordenina (XXI), N-metiltiramina
(XXII) y tiramina (XXIII).

k) Alcaloide del tropano: 3 P-—tigloiloxitropina (Tigloidina, XXIV).
1) Alcaloide cuaternario: colina.(XXV).

a) Confirmaciónquimica de las estructuras asignadas a los glicósidos acetilados

aislados e identificados en esta planta. Para ello, se utilizó un métodode

metilación que evitara la pérdida de los sustituyentes lábiles a bases y
que asegurara metilación total. Este método no habia sido usado hasta el mo

mento en el campode los'Flavonoides acilados y los resultados demuestran

que es muyadecuado para determinar la posición de acilación de un glicó
sido de Flavonoide.

5) Confirmación de la presencia de higrina (XIX) en la planta por sintesis de
este compuesto.

6) Descripción de pinocembrina-7-D- G>—glucósido(IX) un glicósido de pinocem
brina cuyos datos espectroscópicos no habian sido registrados y que se obtu

vo por hidrólisis parcial de pinocembrina-7-Ü- Q>—neohesperidósido(VII).

Se describen comonuevos productos naturales a norhigrina, 7,8-dihidroajugas

terona C (7,8-dihidro-llcú -hidroxiponasterona A), pinocembrina-7-O-Q>-(2"'—

O-acetil) neohesperidósido, pinocembrina-7-0- Q>—(3"'—O—acetil)neohesperidó
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sido y pinocembrina-7-CF-Q)-{6"—0—acetil) neohesperidósido.
Las estructuras de los compuestosnorhigrina y 7,8-dihidroajugasterona C

Fueron asignadas en base a sus datos espectroscópicos, mientras que las de los

flavonoides acilados Fueron además confirmadas químicamente por un método que

resulta de utilidad general para este tipo de compuestos.

En el capitulo de discusión se analizan los espectros ultravioleta, infrarro

jo, de masas, de lH-RMNy de 13C-RMNde los compuestos aislados y purificados

asi comode sus derivados acetilados o trimetilsililados según los casos.

En la parte experimental, además de los datos espectroscópicos de cada com

puesto, se consignan los métodosseparativos utilizados,

,. A f
' C ,’ W

’I / hL/u’z‘lfl‘xí‘v“f/‘Qfit,vv“L

' K ‘,
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