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RESUMEN

RESUMEN

De la resina de Bursera fagaroides se aislaron los compuestos (-)-8-
desmetoxiyateina (1), (-)-yateina (2), (-)-deoxipodofilotoxina (3), (-)-8'-
desmetoxideoxipodofilotoxina (4) y (-)-ent-kaurenol (5). De los tallos de Bursera
morelensis se obtuvieron (-)-limoneno (6), betulonal (7), acido betulénico (8), eufol
(9), acetato de a-amirina (10), acetato de [B-amirina (11), B-sitosterol (12), (+)-
tetrahidroxiescualeno (13) y (-)-naringenina (14). Las sustancias se identificaron
mediante espectroscopia de RMN en 1D y 2D, asi como por comparacion con datos

descritos.

Adicionalmente, se adquiri6 comercialmente la podofilotoxina (15) de la cual se
preparé su derivado acetilado (16). EI compuesto 15 sirvi6 como referencia para
caracterizar a los lignanos 1-4 y determinar su configuracién absoluta, mediante

dicroismo circular vibracional (DCV).
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INTRODUCCION

1. INTRODUCCION.

1.1 Importancia de los productos naturales en la medicina actual.

Un farmaco o principio activo se define como una sustancia pura, quimicamente
definida, extraida de una fuente natural o sintetizada en el laboratorio, dotada de una
accion bioldgica, que puede ser aprovechada por sus efectos terapéuticos. Los
productos naturales han sido la fuente principal de principios activos por siglos®;
desde épocas muy antiguas diversas culturas adquirieron informacion sobre las
propiedades medicinales de un gran numero de plantas propias de su medio

ambiente que utilizaban para el tratamiento de diversas enfermedades.

Los compuestos que se encuentran en la naturaleza y que podemos aislar y procesar
en el laboratorio se conocen como productos naturales. Este término se utiliza para
referirse a los compuestos organicos de distribucion limitada y especifica que
generalmente corresponden a metabolitos secundarios. En la medicina actual los
productos naturales son una fuente para una amplia variedad de farmacos. Como
ejemplos relevantes podemos mencionar a la bleomicina A2 (17), la daunorrubicina
(18), la doxorrubicina (19), la vinblastina (20), la vincristina (21) y el paclitaxel (22)

(Figura 1) que son empleados con éxito en el tratamiento del cancer.
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Figura 1. Principios activos anticancerigenos.



INTRODUCCION

Los productos naturales pueden ser modificados quimicamente para mejorar sus
propiedades farmacologicas, tal es el caso de la podofilotoxina 15 (Figura 2), un
ariltetralinlignano aislado de Podophyllum hexandrum y P. peltatum?, que ha sido
utilizado como precursor de drogas anticancerigenas semisintéticas como el
etopdsido (23) y el tenipdsido (24)° (Figura 2). También se puede mencionar a las
cespitularinas A (25), B (26), C (27) y E (28), que son moléculas tipo verticilenos
obtenidos del coral Cespitularia hypotentaculata. La cespitularina C (27) presenta
una potente citotoxicidad contra células de leucemia linfocitica murina P-388 y
células de cancer de pulmén A549.* Del arbol japonés Taxus cuspidata también se
han aislado un gran numero de taxanos y verticilenos funcionalizados como la
taxuspina X (29), la cual actia como un agente potente que revierte la resistencia a

multiples farmacos antitumorales en células cancerigenas.”
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INTRODUCCION

1.2 Definicion y clasificacion de lignanos.

Los lignanos son una extensa clase de metabolitos secundarios encontrados
ampliamente en el reino de las plantas caracterizados por la dimerizaciéon de dos
unidades C¢C3 unidos —p" en la cadena lateral (Figura 3). El término lignano fue
introducido por Harworth, biogenéticamente se derivan de la fenilalanina y la tirosina,

las cuales a su vez se generan mediante la ruta del acido shikimico.®

Figura 3. Fenilpropanos sencillos con un enlace B-f'.

Los lignanos propiamente dichos, dependiendo de las cadenas laterales, se pueden

dividir en cinco grupos de estructuras fundamentales®:

a) Diaril butanos: cuando las cadenas laterales no estan sustituidas como en el

caso del &cido guayarético (30).

MeO O Me
l OMe

OH

30



INTRODUCCION

b) Butirolactonas: una de las cadenas es un acido carboxilico y la otra un
alcohol que al deshidratarse forman una lactona, pueden ser saturadas como

la 5-metoxi-isoyateina (31) o insaturadas como el caso de chaerofilina (32).

31 32

c) Furanos y Furanoides: pueden ser saturados como la galbacina (33) e

insaturados como la furoguayacina (34).

Me Me Me Me

33 34



INTRODUCCION

d) Furofuranos o Difuranos: formados por dimerizacion oxidativa de dos

moléculas de alcohol coniferilico, tal es el caso de aschantina (35).

35

e) Ariltetrahidronaftalenos (Tetralinas): la formacién de otro enlace carbono-

carbono, lo que da lugar a un nuevo anillo, como el caso de atenuol (36).
sees
O Me

OH

36

1.3 Lignanos con actividad biolégica.

Algunos lignanos como la desmetoxiyateina (1), yateina (2), deoxipodofilotoxina (3) y
desmetoxiyateina (4)’® han sido aislados de especies de Bursera, como B.
schlechtendalii y B. morelensis. Se considera que estos metabolitos son precursores

biosintéticos de la podofilotoxina (6), la cual es una sustancia con importante

10



INTRODUCCION

actividad citotoxica, que ha sido modificada para mejorar sus propiedades
farmacoldgicas. Tal es el caso del etopésido (23) y el tenipésido (24)* (Figura 2), que
muestran actividad terapéutica notable en algunas neoplasias del ser humano. La
podofilotoxina estabiliza los microtubulos formados de tubulina para inhibir su

polimerizacién, impidiendo la division celular.®

1.4 Configuracién absoluta.

1.4.1 Definicién e importancia.

La configuracion absoluta define la estructura tridimensional exacta de una molécula
que tiene uno 0 MAas centros estereogénicos. En moléculas que presenten alguna
actividad biologica, nos permite comprender como se lleva a cabo la interaccién entre
el compuesto en estudio y el sitio activo de una enzima o proteina. En la actualidad

existen diferentes métodos para la determinacion de la configuracion absoluta:
¢ Difraccion de rayos-X.
¢ RMN usando agentes derivatizantes quirales.
e Correlacion quimica.

e Dicroismo circular vibracional (DCV).

11



INTRODUCCION

La metodologia de DCV, en combinacion con el modelado molecular de un

compuesto, nos permite establecer su configuracion absoluta.

1.4.2 Dicroismo Circular Vibracional.

El dicroismo circular vibracional es una herramienta muy reciente que nos permite
asignar la configuracién absoluta de una molécula. Esta técnica espectroscopica
utiliza una radiacion infrarroja que es absorbida por un compuesto quiral produciendo
cambios en las vibraciones moleculares de los grupos funcionales. Para conocer la
configuracion de un compuesto quiral se construye el modelo molecular y se hace
una busqueda y un analisis de sus conférmeros principales. De aquellos minimos
energéticos se calculan los espectros de DCV. Los espectros de DCV resultantes se
suman para obtener el espectro de DCV tedrico. El espectro de DCV experimental y
el tedrico se comparan para asignar la configuracion absoluta. EI DCV es una técnica
gue se empieza a utilizar con mucho éxito para determinar la configuracion absoluta
de metabolitos secundarios de origen vegetal, por ejemplo los diterpenos tipo

verticileno.®

12



ANTECEDENTES

2. ANTECEDENTES

2.1 Descripcién del género Bursera.

En el estado de Hidalgo se han estimado unas 460 especies medicinales cuya
composicién quimica es desconocida en la mayoria de los casos. De estas especies
vegetales, al menos 42 se utilizan en la medicina tradicional para el tratamiento del
cancer y la inflamacién, entre ellas algunas especies de Bursera. Las plantas de
Bursera son arboles o arbustos, algunos de ellos muy arométicos y exudan un latex o
resina, el género Bursera se dividen en dos secciones': la seccién Bursera que es la
gue comprende a las especies que se caracterizan por su exfoliacion que presenta
su corteza conocidas tradicionalmente como “cuajiotes” (Figura 4) y la Bullockia que
comprende a las especies que no exfolian conocidas como “copales” (Figura 5).
Estas plantas crecen en gran parte de la Republica Mexicana distribuidas
principalmente en areas de altitud media y alta en los bosques tropicales caducifolios
de la vertiente del Pacifico, encontrando su mayor biodiversidad y abundancia en los

Estados de Guerrero, Oaxaca, Michoacan y Jalisco'* (Figura 6).

Figura 5. Bursera no exfoliante. Figura 4. Bursera exfoliante.

13



ANTECEDENTES
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Figura 6. Distribucion de plantas del género Bursera en el territorio mexicano.

El género Bursera tiene una importancia cultural en nuestro pais, pues aun en la
actualidad, los zinacantecos utilizan a B. excelsa, B. bipinnata y B. tomentosa como
incienso'®, mientras que Mayas modernos emplean a B. simaruba con fines
medicinales principalmente contra la tos, para tratar enfermedades intestinales, del
tracto respiratorio, asi como cicatrizantes y endurecedores de encias. Diversas
especies tienen importancia econémica debido a que su madera es blanda y blanca,

lo que hace ser muy apreciada para la elaboracion de artesanias.

14
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2.1.1 Bursera fagaroides.

Figura 7. Corteza, flor y fruto de B. fagaroides.

Arbusto o arbol dioico, de 0.5 a 8 m de alto, glabro, ramillas jévenes con abundante
resina transparente, ligeramente aromatica; hojas imparipinnadas, menos frecuente
trifolioladas, peciolo de 0.5 a 2(3) cm de largo, raquis con alas inconspicuas, foliolos
(1)5 a 11(13), flores masculinas pentdmeras, femeninas trimeras, pétalos verdosos a
blanquecinos-amarillentos, fruto trivalvado, ovoide a subesferico, rojizo, glabro, de
0.5 a 0.8 cm de largo; tronco de hasta 30 cm de diametro, corteza exfoliante, amarilla

a amarilla-grisacea™”.

Habita en el matorral xerdfilo y en el bosque tropical caducifolio, en suelos diversos,
en altitudes de 700 a 2200 m y florece de abril a junio. Permanece sin follaje de
noviembre a mayo. Se distribuye desde el suroeste de Estados Unidos hasta Oaxaca

en México.

15
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2.1.2 Bursera morelensis.

Figura 8. Corteza y flor de B. morelensis.

Arbol dioico, de 3 a 10 m de alto, con resina aceitosa abundante, aromatica, tronco
de hasta 40 cm de diametro, corteza rojiza exfoliante en laminas delgadas, ramas
jovenes y maduras glabras; catafilos inconspicuos, hojas imparipinnadas, de 5 a 11
cm de largo y 1.5 a 4.5 de ancho, peciolo acanalado, raquis inconspicuamente alado,
foliolos sésiles, flores masculinas pentameras dispuestas en infloresencias, pétalos
amarillentos, verdosos o blanquecinos, fruto trivalvado, oblicuamente ovoide, de 5 a

8 cm de largo y de 4 a 6 cm de ancho®”.

Habitante muy vistoso por su corteza de color rojizo intenso, frecuentemente y
algunas veces dominante del bosque tropical caducifolio, en diferentes partes de
sustrato, en altitudes de 500 a 1500 m. La especie es muy abundate en los parajes
de la porcion oriental de la cuenca del Balsas, sobre todo en los estados de
Guerrero, Morelos y Puebla.

16
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2.2 Estudios quimicos del género Bursera.

2.2.1 Triterpenos obtenidos de especies de Bursera.

Los estudios quimicos de las resinas de algunas especies han evidenciado la
presencia de triterpenos con esqueleto hidrocarbonado tipo lupano, ursano y
oleanano, que han mostrado actividad antiartritica y antiinflamatoria*®. De las resinas
de B. graveolens se aislaron el lupeol (37) y el 3-epi-lupeol (38)**, de B. delpechiana ,
el &cido 11-oxo-ursélico (39), acido 11-oxo-acetil ursélico (40) y sus ésteres metilicos
(41) y (42)*, mientras que de B. simaruba el derivado tipo lupano lup-20(29)-en-

3p,23-diol (43)"°.

17
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2.2.2 Lignhanos obtenidos de especies de Bursera.

Se ha reportado la presencia de compuestos aromaticos con esqueleto fendlicos tipo
lignano, los cuales han mostrado actividad citotoxica importante. Entre los
compuestos que contiene las especies de Bursera, como B. permollis, B.
schlechtentalii, B. morelensis, B. simaruba, B. fagaroides y B. graveolenses, se
encuentran los lignanos como la desmetoxiyateina (1), yateina (2),
deoxipodofilotoxina (3), p-metil éter peltatina (44), burseranina (45) vy

picropoligamaina (46)"8**7,

18



ANTECEDENTES

OMe
OMe
1
OH
O
{ 9
'e) . 'Iu,\<
: (e}
OMe
OMe
44

2.2.3 Flavonoides obtenidos de especies de Bursera.

En B. leptophloeos también se han identificado diversos compuestos con esqueleto

de flavonoide!® como la desmetilicaritina (47), la aglicona de amurensina (48), B-

anhidroicaritina (49) y felamuretina (50)*°.

19
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De las hojas de B. fagaroides var. elongata se aislo el 3’-O-a-L-ramnopiranosido de
luteolina (51) y 3-O-a-L-ramnopiranésido de miricetina (52)%° se aislé de B. ariensis,

B. biflora, B. bipinata, B. excelsa y B. hintonii.

OH
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3. OBJETIVOS.

Llevar a cabo el estudio quimico de Bursera fagaroides y Bursera morelensis.

e Aislar y caracterizar las sustancias presentes en los extractos de mayor polaridad

de tallos y resinas de estas especies.

e Determinar la configuracion absoluta de algunos compuestos selectos aislados de

B. fagaroides y B. morelensis mediante Dicroismo Circular Vibracional.

e Contribuir al conocimiento de sustancias naturales con posible actividad

citotoxica.

21



JUSTIFICACION

4. JUSTIFICACION.

El cancer es una de las principales causas de muerte a nivel mundial. En el afio 2008
se registraron en México 539,530 defunciones, de las cuales 55.7% sucedieron en
hombres y 44.3% en mujeres. Los tumores malignos ocuparon el tercer lugar en la
lista de principales causas de defuncidon en el pais; por dicha causa fallecieron
67,046 personas, cuyo volumen representa 12.4 % de defunciones registradas en el

afio (INEGI 2010)%.

Aungue en la actualidad se cuenta con diversos farmacos para el control de dichos
padecimientos, es bien conocido que se siguen teniendo serias desventajas en
cuanto a reacciones colaterales adversas (toxicidad), a la baja eficacia de las drogas
y al elevado costo de los tratamientos. El estudio quimico y biolégico de especies de
Bursera puede conducir a la obtencion de principios con actividad anticancerigena y
antiinflamatoria relevante y que en un futuro pudiesen ser utlizados para el

tratamiento de estas enfermedades.

22



RESULTADOS Y DISCUSION

5. RESULTADOS Y DISCUSION.

5.1 Colecta de fuentes vegetales.

Se llevo a cabo la colecta de resinas de la especie Bursera fagaroides y de tallos de
la especie Bursera morelensis en el estado de Guerrero en julio de 2009. Un
espécimen se prepard y se envié al Herbario del Instituto de Ecologia A. C., Centro
Regional del Bajio, en Patzcuaro, Mich. para su identificacion botanica por parte del

Prof. Jerzy Rzedowski.

5.2 Obtencidon de extracto de laresina de Bursera fagaroides.

Las resinas (64 g) fueron pulverizadas en un mortero, después se colocaron a reflujo
con etanol (250 mL) por 4 h. Posteriormente el extracto se filtr6 y se concentr6 en el

rotavapor para obtener 46 g una miel de color amarillo.

5.3 Separacidén cromatografica del extracto etandlico de la resina

de Bursera fagaroides.

Una alicuota del extracto de EtOH (1.2 g) se someti6 a separacion mediante
cromatografia en columna (CC), empleando gel de silice y como eluyentes mezclas
de hexano-AcOEt (4:1, 7:3, 1:1), AcOEt y MeOH. Se colectaron eluatos de 20 mL
para obtener un total de 84 fracciones, las cuales se analizaron mediante CCF para

su agrupacion. La purificacion de las fracciones 16-21 (27.6 mg) mediante
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cromatografia en columna (CC), condujo a la obtencion de un polvo blanco (7.3 mg)
que mostrd [a]3® - 49.2 (¢ 0.59, CHCI3) y un p.f. 157-159 °C. Este compuesto se
caracteriz0 mediante sus datos fisicos y espectroscopicos, asi como por
comparacién con datos descritos®> como (- )-ent-kaurenol (5). En el espectro de
RMN *'H (Figura 9, Tabla 1) present6 entre sus sefiales mas significativas, dos
simples anchas en 8 4.79 y 4.73 ppm caracteristicas de un metileno exociclico que
fueron asignadas a los protones H-17 y H17", en & 3.20 ppm una sefial doble de
dobles (J=10.5, 5.4 Hz) caracteristica de un proton base de OH que se asigno a H-3,
una sefal simple ancha en & 2.64 ppm correspondiente al proton alilico H-13, en
3 1.84 ppm una sefial doble de triples (J=13.2, 3.6 Hz) correspondiente al proton H-1.
A frecuencias bajas se observaron tres sefales simples en 6 1.02, 0.98 y 0.78 ppm,
gue integraron para 3 protones cada una, y que se asignaron a los metilos 20, 18 y
19, respectivamente. En el espectro de *C (Figura 10, Tabla 1), se observaron 20
sefales, entre ellas las mas significativas en 6 155.8 y 8 102.9 ppm que se asignaron
al doble enlace exociclico C-16 y C-17, una sefial caracteristica de carbono base de
oxigeno en & 79.0 ppm que se asign6 a C-3. A frecuencias bajas se observo el resto

de las sefiales caracteristicas de los carbonos sp® de un diterpeno tipo kaureno.

En su espectro de infrarrojo (Anexos), la absorcién caracteristica de OH se aprecio
en 3310 cm™ y la banda de C=C en 1655 cm™. En el espectro de masa se observo el

ion molecular [M]* 288 con una intensidad del 10.5 %.
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Tabla 1. Desplazamientos quimicos, multiplicidad y constantes de acoplamiento (&
en ppm, J en Hz) de RMN *H y 3C (CDCls, 300 MHz y 75 MHz) del
compuesto 5.

Posicion S H s ¥C
1 0.89 (m) 38.6
1.84 (dt, 13.2, 3.6)
2 1.62 (m) 27.3
3 3.20 (dd, 10.5, 5.4) 79.0
. — 38.8
5 0.75 (d, 1.9) 55.1
6 1.38 (m) 19.9
1.57 (m)
7 1.51 (m) 41.1
8 43.9
9 1.03 (m) 55.8
10 - 39.0
11 1.59 (m) 18.2
12 1.48 (m) 33.2
1.64 (m)
13 2.64 (br s) 43.9
14 1.97 (br d) 39.6
1.10 (m)
15 2.06 (m) 48.9
i1 J— 155.8
17 4.73 (br s) 102.9
4.79 (br s)
18 0.98 (s) 28.3
19 0.78 (s) 15.4
20 1.02 (s) 17.5
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Las fracciones 44-53 (121.7 mg) se recromatrografiaron en gel de silice utilizando
como eluyentes mezclas de hexano-AcOEt (4:1y 1:1) y AcOEt. De la fraccion 20 se
obtuvieron 10 mg (0.83%) en forma de una miel transparente que mostro [a]Z’ -
33.1 (c 1.1, CHCI3) y que se caracterizdO como la (-)-8-desmetoxiyateina (1), con
base en los siguientes datos espectroscopicos. En su espectro de RMN *H (Figura
11, Tabla 2) se aprecio una sefal en 6 6.79 ppm (J=8.0 Hz) para el proton H-8’, en
8 6.70 ppm una sefal doble de dobles (J=7.7 y 0.6 Hz) correspondiente a H-9’, una
sefal doble (J=9 Hz) en 6 6.69 ppm asignhada para H-8, en 4 6.67 ppm una sefial
doble (J=1.9 Hz) correspondiente al protén H-5, una sefal doble (J=1.6 Hz) en &
6.46 ppm para H-5, en 8 6.44 ppm una sefal doble de dobles (J=9.3 y 1.6 Hz)
correspondiente al proton H-9. En 85.94 y 5.93 ppm se apreciaron dos sefales
dobles (J=1.2 Hz) caracteristicas del grupo metilendioxi (H-10), una sefal doble de
doble en 6 4.11 ppm (J=12.0, 8.0 Hz) correspondiente al protén H-la. En 6 3.92
ppm se aprecié una sefal doble de dobles (J=10.0 y 8.8 Hz) que se asigné al proton
H-1P y dos sefiales simples en 6 3.86 y 6 3.84 ppm que integraron para 3 protones
cada una y que correspondieron a los MeO en C-6’ y C-7’, respectivamente. En 6
2.98 ppm se observo una sefial doble de dobles (J=14.0 y 4.9 Hz) que se asigné a H-
3ayen d 2.90 ppm una sefial doble de dobles (J=14.0 y 6.6 Hz) asignada al proton
H-3p. A frecuencias bajas se observaron sefales multiples entre 6 2.60 y 2.40 ppm

correspondientes a los protones H-3, H-2 y H-2’.

En el espectro de **C (Figura 12, Tabla 3) se observaron 21 sefiales, entre ellas la

sefal en 8 178.6 ppm caracteristica de un carbonilo de lactona asignada a C-1’, 4
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sefales tipicas de carbonos aromaticos base de oxigeno en & 149.0, 147.9, 1479y
146.3 ppm correspondientes a C-6’, C-7', C-6 y C-7 respectivamente, 8 sefiales
caracteristicas de carbonos aromaticos entre 5 130.1 y 111.0 ppm para el resto de
los carbonos de los dos anillos aromaticos, en 6 101.0 ppm la sefal para C-10 del
grupo metilendioxi y en 3 71.1 ppm una sefial base de lactona correspondiente a C-1.
En 855.8 y 55.7 ppm se apreciaron los carbonos de OMe en C-6y C-7’,

respectivamente.

En su espectro de infrarrojo (Anexos), se observaron las bandas de absorcion
correspondientes al C=0 en 1767 cm™ caracteristica de lactona y C=C de aromaético
se observé en 1607 cm™. En cuanto a su espectro de masa, el ién molecular [M]* se

observd en 370 con una intensidad del 57.6 %.

Este compuesto se caracteriz6 mediante sus datos fisicos y espectroscopicos, asi

como por comparacion con datos descritos” %2, como (-)-8’-desmetoxiyateina (1).
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Las fracciones 54-63 (147.4) se recromatrografiaron en gel de silice utilizando como
eluyentes mezclas de CHCI3-AcOEt (95:1 y 9:1) y MeOH. De la fraccién 12-20 se
obtuvo un compuesto (12 mg, 1%) en forma de una miel transparente que mostro
[a]3° - 33.2 (c 0.91, CHCIl,). El anélisis de RMN *H y *3C (Figuras 11y 12), asi como
la comparacién con datos descritos” ?? y los datos de la (—)-8'-desmetoxiyateina (1),
hizo evidente de que se trataba del lignano (-)-yateina (2). El espectro de RMN *H
(Figura 13, Tabla 2) fue muy similar al del compuesto 1 y mostr6 5 sefales de
protones aromaticos, una doble en & 6.69 ppm con J=8.3 Hz asignada al protén H-8,
en 4 6.47 ppm una sefial doble (J=1.8 Hz) correspondiente a H-5, una sefial doble de
dobles (J=7.2 y 1.8 Hz) en & 6.46 ppm que se asignd a H-9 y en & 6.35 ppm dos
sefales simples correspondientes a los protones H-5 y H-9. En & 3.82 ppm se
observé una sefial simple que integré6 para 9 protones correspondiente a los
metoxilos en C-6’, C-7" y C-8. El resto de los protones presentaron pequefias
modificaciones en cuanto a desplazamiento quimico con respecto a la (-)-8-
desmetoxiyateina (1). De igual manera, el espectro RMN de *C de la sustancia 2
(Figura 14, Tabla 3) fue muy semejante al del compuesto 1. A diferencia de este
altimo, se observaron 22 sefiales de las cuales una sefal adicional correspondio al
carbono del grupo MeO en C-8’, que presentd un desplazamiento igual al del grupo
MeO en C-6’ en §56.0 ppm. Adicionalmente, se observo la sefial en 5 153.3 ppm
para el C-8, base del nuevo grupo MeO. En su espectro de infrarrojo (Anexos) se
observaron las bandas de absorcion correspondientes al C=0 de lactona y C=C de
aromatico en 1767 y 1591 cm™. En el espectro de masa se aprecié el i6n molecular
400 [M]* con una intensidad del 100 %.
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La fraccion 64-69 de la cromatografia del extracto EtOH, se purifico por CCF en una
placa de 10 x 20 cm utilizando como eluyente una mezcla CHCI3-AcOEt (4:1). De la
banda con Rf 0.57 se obtuvo una miel transparente (10 mg) que mostré [a]Z’ -
95.2° (c 1.0, CHCI3) y que por comparacion de sus datos fisicos y espectroscopicos
con los descritos® %, se determind que se trataba del lignano conocido como (-)-
deoxipodofilotoxina (3). Su espectro de RMN *H (Figura 15, Tabla 2) mostré en
86.67 ppm una sefal simple para H-5, una sefal simple en & 6.53 ppm
correspondiente a H-8, en 8 6.35 ppm una sefial simple asignada a los protones H-5’
y H-9, en 6596 y 594 ppm se apreciaron dos sefiales dobles (J=1.3 Hz)
caracteristicas del grupo metilendioxi (H-10), una sefial doble (J=4 Hz) en § 4.61
ppm debida al proton H-3’, una sefial doble de dobles (J=8.0 y 4.0 Hz) en 5 4.46 ppm
para el proton H-1a, en & 3.92 ppm una sefial doble de dobles (J=12.0 y 8.0 Hz)
para el protébn H-1p, una sefal simple en 5 3.81 ppm que integr6é para 3 protones y
gue correspondié al MeO en C-7’, mientras que en 8 3.75 ppm se observé la sefial
simple que integr6 para 6 protones y que se asigné a los MeO en C-6'y C-8. A
frecuencias bajas se observaron las sefiales multiples entre 63.08 y 2.73 ppm

correspondientes a los protones H-3, H-2 y H-2’.

En el espectro de *3C (Figura 16, Tabla 3) se observaron 22 sefiales, entre las mas
significativas tenemos en 8 174.9 ppm una sefal caracteristica de un carbonilo de
lactona (C-1’), 5 sefnales tipicas de carbonos aromaticos base de oxigeno en 4 152.5,
152.5, 147.0, 146.7 y 137.0 ppm correspondientes a C-8, C-6’, C-6 y C-7 y C-7’

respectivamente, 7 sefiales caracteristicas de carbonos aromaticos entre $ 136.3 y
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108.2 ppm para el resto de los carbonos de los dos anillos aroméaticos, en 6 101.2
ppm la sefal para C-10 del grupo metilendioxi y en § 72.1 ppm una sefial base de
lactona correspondiente a C-1. En 8 60.8 y 56.2 ppm se observaron las sefales de

los 3 MeO de la molécula y 4 sefiales méas en la zona de carbonos sp*® asignadas a

C-2,C-3,C-3yC-2.

El espectro HMBC de 3 (Figura 17) presento la correlacion a tres enlaces entre H-5 y
C-9, asi como H-8 y C-6, también se observé la correlacion entre H-9 y C-5', la

correlacion de H-5" con C-7’, asi como la interaccion de H-9’ con C-7°.

En su espectro de infrarrojo (Anexos) se observaron las bandas de absorcidn

correspondientes al C=0 de lactona y C=C aromatico en 1770y 1589 cm™.
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De la banda con R 0.68 se obtuvo una miel blanquecina (6.2 mg) que mostré [a]%°
~ 127.2 (c 0.36, CHCIs). El analisis de RMN *H y de *C (Figuras 19 y 20), asi como
la comparacién con datos descritos® ?® y los datos de la (-)-deoxipodofilotoxina (3),
hizo evidente de que se trataba del lignano (-)-8’-desmetoxideoxipodofilotoxina (4).
El espectro de RMN *H (Figura 18, Tabla 2) fue muy similar al del compuesto 3y
mostro 5 sefales de protones aromaticos, una sefial doble en & 6.96 ppm (J=4.0 Hz)
para el protén H-5, en & 6.68 ppm una sefial doble (J=8.0 Hz) correspondiente a H-
8, una sefal simple en §6.67 ppm para H-5, en §6.51 una sefal simple
correspondiente al protbn H-8, una sefal doble de dobles (J=8.0y 4.0 Hz) en & 6.37
ppm para H-9', dos sehales simples en 6 3.84 y 6 3.82, que integraron para 3
protones cada una correspondientes a los metoxilos de C-6’y C-7’. El resto de los
protones presentaron pequefias modificaciones en cuanto a desplazamiento quimico

con respecto a la deoxipodofilotoxina 3.

De igual manera, el espectro de RMN de **C del compuesto 4 (Figura 19 y Tabla 3)
fue muy semejante al de 3. A diferencia de este Ultimo, se observaron 21 sefiales, 4
sefales tipicas de carbonos aromaticos base de oxigeno, en § 148.2, 147.9, 146.9 y
146.7 ppm correspondientes a C-7°, C-6’, C-6 y C-7, respectivamente. En 6 110.2
ppm se observé la sefial del carbono de aromatico C-8’ y en 655.9 y 55.8 ppm se
apreciaron las sefales para los carbonos de MeO en C-6'y C7’. En el resto de

sefales no se apreciaron cambios significativos.
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El espectro HMBC de 4 (Figura 20) nos permitid confirmar las asignaciones hechas
tanto para hidrégenos como para los carbonos de la molécula, en el cual se observé
la correlacion a tres enlaces entre H-5" y C-9’, asi como H-8 y C-4’, también se
observé la correlacion de la sefial de H-9' y C-7’. Adicionalmente, se observé la

correlacion de las sefales de los metoxilos C-6’y C-7'.

En su espectro de infrarrojo (Anexos) se observaron las bandas de absorcidon

correspondientes al C=0 de lactona y C=C de aromatico en 1771y 1590 cm™.
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Tabla 2. Desplazamientos quimicos, multiplicidad y constantes de acoplamiento (& en ppm, J en Hz) de RMN *H de los
lighanos 1-4 (CDCls, "300 MHz y 400 MHz).

*

*

protén 1 2 3 4
H-la 4.11 (dd, 9.3, 6.7) 4.17 (dd, 9.2, 7.0) 4.46 (dd, 8.0, 4.0) 4.44 (dd,12.0, 8.0)
H-1pB 3.85 (m) 3.87 (dd, 6.9, 4.3) 3.92 (dd, 12.0, 8.0) 3.92 (dd,10.0, 8.8)
H-2 2.56 (m) 2.58 (m) 2.77 (m) 2.78 (m)
H-3a 2.49 (m) 2.55 (m) 3.08 (dd, 12.0, 4.0) 3.08 (dd, 16.0, 4.0)
H-3p 2.59 (dd, 12.3, 6.7) 2.73 (m) 2.73 (m)
H-5 6.46 (d, 1.6) 6.47 (d,1.8) 6.67 (s) 6.67 (S)
H-8 6.69 (d, 9.0) 6.69 (d, 8.4) 6.53 (s) 6.51 (s)
H-9 6.44 (dd, 9.3, 1.4) 6.46 (dd, 7.2,1.8)
H-2 2.48 (m) 2.50 (m) 2.75 (m) 2.75 (m)
H-3 o 2.98 (dd, 14.0, 5.0) 2.94 (dd,13.9, 5.4)
H-3B 2.90 (dd, 14.0, 6.6) 2.90 (dd,14.0, 6.0) 4.61 (d, 4.0) 4.61 (d, 4.0)
H-5 6.67 (d, 0.6) 6.35 (s) 6.35 (s) 6.96 (d, 4.0)
H-8 6.79 (d, 8.0) 6.68 (d, 8.0)
H-9 6.70 (dd, 7.7, 0.6) 6.35 (s) 6.35 (s) 6.37 (dd, 8.0, 4.0)
MeO-C6’ 3.86 (s) 3.82 (s) 3.75(s) 3.84 (s)
MeO-C7’ 3.84 (s) 3.82(s) 3.81(s) 3.82 (s)
MeO-C8 - 3.82 (s) 3.75(s) -
10 5.93(d,1.4) 5.93 (d,1.3) 5.94 (d,1.3) 5.93(d,1.2)
5.94 (d,1.4) 5.94 (d,1.3) 5.96 (d,1.3) 5.94 (d,1.2)
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Tabla 3. Desplazamientos quimicos (8 en ppm) de RMN *3C de los lignanos 1-4

(CDCls, 75 MHz y 100 MHz).

Carbono

OCONOUPRWNRFROONOUTRAWN PR

MeO-
Ce6’
MeO-C7’
MeO-C8’
10

71.1
46.4
38.3
131.5
121.5
147.9
146.3
108.2
108.7
178.5
40.9
35.2
133.3
106.1
153.2
136.8
153.2
106.1
56.0

60.8
56.0
101.0

72.1
32.8
33.1
128.3
108.5
147.0
146.7
110.4
130.6
174.9
47.5
43.7
136.3
108.2
152.5
137.0
152.5
108.2
56.2

60.8
56.2
101.2

46



RESULTADOS Y DISCUSION

5.4 Obtencién de los extractos de los tallos de Bursera

morelensis.

Los tallos frescos y cortados en pequefios canutos (10 kg) se sometieron a primera
maceracion con hexano (12 L) por 4 semanas, al término de las cuales, el extracto se
filtr6 y se concentrd en el rotavapor. Este procedimiento se repitido una vez mas para
obtener 20 g de producto y se hizo lo mismo con AcOEt y MeOH mediante
extracciones secuenciales para obtener 32 g del extracto de AcOEt y 40 g del

extracto metandlico.

5.5  Separacion cromatografica del extracto hexanico de los tallos

de Bursera morelensis.

Una alicuota del extracto hexanico (3 g) se sometié a cromatografia empleando una
columna de vidrio de 3.5 cm de diametro interno, gel de silice (80 g, 230-400 mesh
ASTM) y como eluyentes hexano; mezclas de hexano-AcOEt (9:1, 7:3; 111y 3:7) y
AcOEt. Se colectaron eluatos de 100 mL para obtener un total de 30 fracciones, las
cuales se monitorearon mediante cromatografia en capa fina (CCF). De la fraccion 2
(hexano) se obtuvo un aceite transparente y de olor agradable cuyo espectro de
RMN *H (Figura 21) mostr6 en & 5.40 ppm una sefial simple ancha asignada a H-2,
una sefial simple en 8 4.65 ppm correspondiente a H-9 y a frecuencias bajas dos

sefales simples entre 5 1.75 y 1.60 debidas a los Me-10 y Me-7.
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En el espectro de *C (Figura 22) se observaron 10 sefiales, entre ellas las mas
significativas en & 149.7 y 133.4 ppm correspondientes para los carbonos de enlace
doble asignadas a C-8 y C-1, una sefial en 8 121.0 ppm asignada a C-2 vinilico y en
d 108.6 ppm la sefal para el carbono C-9. A frecuencias bajas se observaron 6
sefiales restantes caracteristicas de los carbonos sp® de monoterpeno tipo limoneno.
Este compuesto se caracteriz6 como (-)-limoneno (6) con base en sus datos de
RMN de 'H y *3C y sus datos fisicos y espectroscépicos resultaron iguales a los

descritos.?* Esta sustancia es un monoterpeno conocido en especies de Bursera.
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La separacion cromatografica de la fraccion 7 (124.3 mg), usando gel de silice y
hexano-CH,ClI, (49:1) como eluyentes, dio lugar a un polvo blanco (21.5 mg, 17.3%)
que mostré [a]3’ + 47 (c 2.2, CHCI3) y que se caracterizd mediante sus datos fisicos
y espectroscopicos, asi como por comparacién con datos descritos?®®> como (+)-
betulonal (7), un triterpeno conocido estructuralmente relacionado con el lupeol (37).
En su espectro de RMN *H (figura 23) se apreci6 en 9.65 ppm una sefial simple
caracteristica de un proton de aldehido asignada a H-28, dos sefiales simples
anchas en 6 4.74 y 4.61 ppm caracteristicas de un metileno exociclico que se
asignaron a los protones H-29 y H-29", en & 2.87 ppm una sefal triple de dobles
(J=11.0 y 5.8) correspondiente al proton H-19 y una sefial simple en & 1.68 ppm
caracteristica de metilo vinilico. A frecuencias bajas, en & 1.05, 0.99, 0.97, 0.93 y
0.90 ppm se observaron 5 sefales simples para los Me-23, Me-24, Me-27, Me-25 y
Me-26, respectivamente.

En el espectro de *C (Figura 24) se observaron 30 sefiales, entre ellas una sefial en
8 218.1 ppm una sefial caracteristica de un carbonilo de cetona que se asigno a C-3,
en & 206.6 ppm se apreci6é una sefial caracteristica de un carbonilo de aldehido y que
se asignd a C-28, en & 149.7 y 110.3 ppm se observaron las sefiales debidas a los
carbonos del doble enlace C-20 y C-29, respectivamente. A frecuencias bajas se

observo el resto de las sefiales caracteristicas de los carbonos sp® de la sustancia.
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La separacion cromatografica de la fraccion 8 (335.3 mg) en gel de silice y CHCI3-
AcOEt (9:1) como eluyentes, condujo a la obtencion de otro compuesto 91.5 mg (44

%) en forma de cristales blancos con p.f. 115-117 °C. El cual se caracterizé como
eufol (9) con base en sus datos fisicos y espectroscopicos, asi como por la

comparacion con datos de la literatura.?

Su espectro de RMN 'H (Figura 25) mostr6 en §5.12 ppm una sefial triple
caracteristica de un protdn vinilico (H-24), en 8 3.22 ppm una sefial doble de dobles
(J=12.0 y 4.0 Hz) caracteristica de un protén base de OH que fue asignada a H-3. En
51.68 y 1.61 ppm dos sefiales simples caracteristica de metilos vinilicos y a
frecuencias bajas se observaron 5 sefales simples en § 1.05, 0.99, 0.97,0.93 y 0.90
ppm para los Me-23, Me-24, Me-27, Me-25 y Me-26 respectivamente, mientras que el

metilo secundario (21) se observo en & 0.86 ppm como una sefial doble (J=7.0 Hz).

En el espectro de *C (Figura 26) se observaron 30 sefiales, entre ellas las mas
significativas fueron 4 sefales caracteristicas para los carbonos de doble enlace
correspondientes a C-8, C-9, C-25 y C-24, entre § 135.0 y 125.0 ppm,
respectivamente, y la sefial de carbono base de oxigeno en 8 79.0 ppm, asignada a
C-3. A frecuencias bajas se observd el resto de las sefales caracteristicas de los
carbonos sp® de este triterpeno. Los desplazamientos y la multiplicidad de las

sefiales se compararon con datos reportados? lo cual corroboré su estructura.
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La purificacion de los eluatos 13-15 mediante sucesivas cromatografias permitio la
obtencion de una mezcla del acetato de a—amirina (10) y acetato de B-amirina (11).
El espectro de RMN *H (Figura 27) mostré sefiales caracteristicas en §5.28 y 5.24
ppm de protoén vinilico (H-12), en 8 4.50 ppm una sefal base de éster debida a H-3, a
frecuencias bajas se observaron sefales simples correspondientes a los metilos
terciarios Me-23, Me-28, Me-24, Me-26, Me-29, Me-27, Me-25 y Me-30. Estos
triterpenos son sustancias conocidas y sus datos espectroscopicos resultaron

iguales a los descritos.?’

La separacion cromatogréafica de las fracciones 14-16 (127.6 mg) en gel de silice
utiizando como eluyentes una mezcla CHCI3-AcOEt (9:1), asi como la
recromatrografia de la subfraccion en 10-12 condujo al aislamiento de p-sitosterol

(12). Sus datos de RMN *H (Figura 28) resultaron iguales a los descritos.?®
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De la fraccion 21-35 se obtuvieron 21.5 mg en forma de polvo blanco, cuyo espectro
de IR mostré una banda caracteristica en 2500-3500 cm™ de &cido carboxilico, su
espectro de RMN *H (Figura 29) se comparé con el del compuesto 7 en el cual no se
observé la sefal en 6 9.65 ppm del proton de aldehido, el resto de los protones
presentaron pequefias modificaciones en cuanto a desplazamiento quimico con
respecto a 7. En su espectro de RMN **C (Figura 30) se observé una sefial en 182.3
ppm correspondiente a C-28 ahora de acido carboxilico, lo cual evidencié que esta

sustancia se trataba del acido betulonico (8).
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La separacion cromatografica de la fraccion 28-35 (1 @), proveniente de la
cromatografia en columna (CC) del extracto hexanico empleando gel de silice y
mezclas de CHCI3-AcOEt (7:3 y 1:1), AcOEt y MeOH, permiti6 obtener un sodlido
transparente que mostré [a]2’ + 19.6 (c 2.3, CHCls). Su espectro de RMN *H (Figura
31) mostré en & 5.12 ppm una sefial multiple de protones vinilicos (H-7, H-11, H-14 y
H-18), una sefial doble de dobles en & 3.22 ppm (J=10.4 y 1.6 Hz) caracteristica de
un protén base de OH (H-3 y H-22), en § 2.2 ppm sefiales multiples correspondientes
a los metilenos presentes en la molécula, en 6 1.60 ppm dos sefales simples
caracteristica de metilos vinilicos (Me-26, Me-27, Me-28 y Me 29), y debido a la
simetria de la molécula dos sefales simples en 6 1.20 y 1.12 ppm para los metilos

terciarios Me-1, Me-24, Me-25 y Me-30.

En el espectro de 3C (Figura 32) se observaron 15 sefiales, entre ellas en § 135.2
ppm la sefial para los carbonos cuaternarios de enlace doble (C-6, C-10, C.15y C-
19), en § 125.2 y 6 124.7 ppm se apreciaron las sefales de los carbonos de enlace
doble (C-7, C-11, C-14 y C-18), dos sefiales caracteristicas de carbonos base de
oxigeno en 8 78.4y en 8 73.1 ppm (C-3,C-22,C-2 y C.23). A frecuencias bajas entre

40y 15 ppm, se observé el resto de las sefiales caracteristicas de los carbonos sp®.

El experimento APT (Figura 33) nos permitié definir la naturaleza de cada uno de los
carbonos. Asi, se evidencié que de las sefiales de los carbonos sp?, dos de ellas son

carbonos cuaternarios (C) de alqueno trisustituido, dos carbonos de metino (CH), las
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sefales de alcohol terciario (C), otra sefial base de oxigeno correspondié a CH y en
la zona de carbonos sp°, cinco sefiales corresponden a metilenos (CH,) y 3 sefiales
de carbono de metilos (CH3).

En su espectro de infrarrojo (Anexos), se observo la absorcion caracteristica de OH
en 3310 cm™ y la banda de C=C en 1655 cm™. En el espectro de masa, el i6n
molecular [M]" se observé en 478 con una intensidad del 10.5 %, lo que permitié
corroborar la estructura del compuesto. Esta sustancia se caracterizé completamente
por el analisis de sus datos fisicos y espectroscopicos, asi como por comparacion

con datos descritos®, como (+)-2,3,22,23-tetrahidroxiescualeno (13).
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5.6 Separacién cromatografica del extracto AcOEt de los tallos

de Bursera morelensis.

El extracto de AcOEt se disolvio en MeOH-H,O (1:1), posteriormente se hicieron
reextracciones con AcOEt obteniéndose dos subfracciones etiquetadas como parte

insoluble y parte soluble de AcOEt.

5.6.1 Separacion de la parte insoluble de AcOEt.

Una alicuota (2.2 g) se sometié a cromatografia en columna, empleando gel de silice
y como eluyentes mezclas de hexano-AcOEt (9:1, 7:3 y 1:1), AcOEt y MeOH. En la
fraccion 4 se obtuvo un polvo blanco, que mostro [a]2® + 47 (c 0.22, CHCI3) y que se
caracterizé con base en sus datos de RMN como betulonal (7) (Figura 23). De igual
forma, en la fracciobn 6 se obtuvo otro compuesto en forma de cristales, el cual se
caracteriz6 como eufol (9) (Figura 25). Estos dos compuestos ya se habian

identificado en la separacién cromatogréfica del extracto hexanico.
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5.6.2 Separacion cromatogréafica de la parte soluble de AcOEt.

Una alicuota (4.2 g) se sometidé a cromatografia en columna en gel de silice y
mezclas de CHCI3-AcOEt (7:3; 1:1 y 3:7), AcOEt, AcOEt-MeOH (1:1) y MeOH. Por
sucesivas cromatografias de la fraccion 18-29 se obtuvo un sélido amarillo (7.3 mg)
que mostré [a]?® - 19.7 (¢ 0.7, MeOH). Cuya caracterizacion se llevé a cabo
mediante sus datos fisicos y espectroscopicos, asi como por comparacién con datos

30.31 como (- )-naringenina (14). Su espectro de RMN *H (Figura 34 y Tabla

descritos
4) mostré en & 12.15 ppm una sefal simple asignada al HO-C-5, una sefal doble
(J=8.5 Hz) en & 7.38 ppm gque integrd para dos protones (H-2' y H-6’), en 6 6.90 ppm
una sefal doble (J=8.5 Hz) asiganada a los protones H-3’ y H-5', en 65.96 y 5.95
ppm se apreciaron dos sefales simples correspondientes a H-6 y H-8, una seal
doble de dobles (J=12.9 y 3.0 Hz) en 3 5.46 ppm asignada a H-2, una sefal doble de
dobles (J=17.1 y 12.9 Hz) en & 3.19 ppm para el protén H-3a y en 8 2.73 ppm una

sefal doble de dobles (J=17.1y 3.0 Hz) correspondiente al protén H-3.

En el espectro de **C (Figura 35 y Tabla 4) se observaron 15 sefiales, entre ellas las
mas significativas en 4 196.8 ppm una sefial caracteristica de un carbonilo de cetona
(C-4), 4 sefales tipicas de carbonos aromaticos base de oxigeno en & 166.5, 164.8,
163.5 y 159.6 ppm que correspondieron a C-7, C-6, C-9 y C-4’, respectivamente, 7
sefales caracteristicas de carbonos aromaticos entre 5 130.3 y 95.5 ppm para el
resto de los carbonos de los anillos aromaticos y 2 sefiales mas en la zona de
carbonos sp*, en & 79.0 ppm (C-2) y & 42.6 ppm (C-3). Para corroborar la asignacion
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de las sefiales tanto en el espectro de protén como en el de **C se hizo uso de los
experimentos bidimensionales HMQC y HMBC en los cuales se observa el
acoplamiento entre hidrégenos y carbonos a un enlace (HMQC) y a dos y tres

enlaces (HMBC).

El espectro HMBC de 14 (Figura 36) presento la correlacion a tres enlaces entre H-6’
y H-2' con C-4’, asi como H-3' y H-5 con C-1’, también se observo la correlacion de
H-6 con C-10, la correlacién de H-8 con C9’, asi como la de H-3' con C-1’. El protén

de hidroxilo en C-5 mostré la correlacién con su sefial respectiva en 3C.
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Tabla 4. Desplazamientos quimicos, multiplicidad y constantes de acoplamiento (& en
ppm, J en Hz) de RMN *H y *C (acetona-ds, 400 MHz y 100 MHz) de la (-)-
naringenina (14).

8 'H 8 °C
Posicion
2 5.46 (dd, 12.9, 3.0) 79.0
3 3.19 (dd, 17.1, 12.9) 42.6
2.73(dd, 17.1, 3.0)

4 196.8
5 164.8
6 5.96 () 95.9
7 166.5
8 5.95 (s) 94.9
9 163.5
10 102.3
1 130.3
2 7.38 (d, 8.5) 128.6
3 6.90 (d, 8.4) 115.3
4 159.6
5 6.90 (d, 8.4) 115.3
6 7.38 (d, 8.5) 128.1

5-OH 12.19 (s)
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5.7 Determinacion de la configuracion absoluta de la
podofilotoxina (15) y la deoxipodofilotoxina (3) mediante

dicroismo circular vibracional (DCV).

El modelo molecular de la podofilotoxina (15) obtenida comercialmente y la
deoxipodofilotoxina (3) obtenida en este trabajo se construyo utilizando el programa
Spartan ’'04, para posteriormente llevar a cabo un analisis de distribucion
conformacional empleando el método Monte Carlo con Mecanica Molecular. Luego,
se hizo una estimacion de la energia con la teoria de funcionales de la densidad
(DFT), usando B3LYP/6-31G’, seguido por optimizacion de la geometria a
temperatura ambiente usando B3LYP/DGDZVP. Finalmente, se calculé el espectro
de DCV tedrico mediante la ponderacion de los minimos energéticos obtenidos; que
al ser comparado con el espectro experimental, se observé una buena correlacion en
las bandas principales del espectro. De tal manera que la configuracién absoluta
quedo establecida como se dibuja en las estructuras 3 y 15. En las Figuras 37 y 38
se muestran los principales conférmeros obtenidos en este estudio, mientras que en
la Tabla 5 y Tabla 6 se muestra el andlisis termodinamico obtenido para 3 y 15.
Ademas en la Figura 39 y Figura 40 se muestran los espectros de DCV teérico y

experimental.
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Tabla 5. Analisis termodindmico de la deoxipodofilotoxina (3).

Conformero  AEwmer Yormer AEper YoorT" AGopr’ YoopT
3a 1.466 2.23 2.635 0.51 0.000 24.33
3b 0.000 26.46 0.731 12.75 0.078 21.33
3c 1.400 2.49 0.000 43.81 0.094 20.76
3d 0.108 22.05 2.970 0.29 0.409 12.20
3f 1.323 2.83 0.294 26.67 0.827 6.02
3g 1.150 3.80 1.822 2.02 0.835 5.94
3h 0.481 11.76 4.180 0.04 0.887 5.44
3i 1.691 1.52 4.590 0.02 1.311 2.66
3] 1.134 3.90 0.819 10.99 1.732 1.31
3k 3.040 0.16 5.329 0.01 3.058 0.14
3l 0.088 22.80 1.611 2.89 3.501 0.07

 Energia de mecéanica molecular relativa a 3a con Emwre = 80.6219441 kcal/mol.
® 95 de poblacion calculada a partir de las energias con MMFF de acuerdo a AEywer = —RT In K.

¢ Célculo de energia B3LYP/6-31G(d) a 0 K relativas a 3a con Eg.316() = -864762.177 kcal/mol.

405 de poblacién calculada a nivel B3LYP/6-31G(d) de acuerdo a AEs3i6) =—RT In K.

€ Energia libre de Gibbs relativa a 3a con Gpgpzve = -864,656.662784 kcal/mol.

"o de poblacidn calculada a partir de las energias libres de Gibbs de acuerdo a AG = —RT In K.
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Tabla 6. Analisis termodindmico de la podofilotoxina (15).

Conférmero AEywes” %MMFFb AEpe” %DFTd AGopr® %OPTf
15a 0.000 27.21 0.039 26.101 0.000 35.13
15b 1.819 1.26 0.283 17.290 0.286 21.69
15c 0.053 24.88 1.008 5.085 0.407 17.68
15d 4.665 0.01 3.857 0.041 1.106 5.43
15e 1.572 1.92 0.631 9.609 1.143 5.10
15f 1.574 1.91 1.652 1.715 1.146 5.08
15¢g 0.472 12.27 3.590 0.065 1.477 2.90
15h 3.456 0.08 0.884 6.269 1.622 2.27
15i 1.867 1.16 2.394 0.490 1.706 1.97
15j 2.854 0.22 1.715 1.542 1.868 1.50
15k 3.183 0.13 1.438 2.461 1.985 1.23
15l 3.144 0.13 2.422 0.467 —- —-
15m 2.896 0.20 2.560 0.370 —9 —9
15n 2.862 0.22 3.853 0.042 —9 —9
150 3.641 0.06 0.000 27.877 —- —-
15p 3.160 0.13 -9 -9 —9 —9
15q 1.792 1.32 -9 -9 —9 —9
15r 0.036 25.60 —9 —9 —9 —9

% Energia de mecanica molecular relativa a 15a con Eywer = 74.7708525 kcal/mol.

® 9% de poblacion calculada a partir de las energias con MMFF de acuerdo a AEywver = —RT In K.

¢ Calculo de energia B3LYP/6-31G(d) a 0 K relativas a 15a con Es3160) = -911896.764 kcal/mol.

4 9 de poblacién calculada a nivel B3LYP/6-31G(d) de acuerdo a AEggig@) =—RT In K.

® Energia libre de Gibbs relativa a 15a con Gpgpzve = -911,862.029994 kcal/mol.

"% de poblacion calculada a partir de las energias libres de Gibbs de acuerdo a AG = —RT In K.

9 No calculada.
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3c

Figura 37. Principales conférmeros de la (-)-deoxipodofilotoxina (3).
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I

15a \ //// 15b

15c

Figura 38. Principales conférmeros de la (-)-podofilotoxina (15).
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Figura 39. (a) Espectro tedrico (DFT, BALYP/DGDZVP) y (b) Espectro Experimental
de la (-)-deoxipodofilotoxina (3).
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6. CONCLUSIONES.

La separacion cromatografica del extracto etandlico de la resina de Bursera
fagaroides condujo al aislamiento de los lignanos 1- 4 y el diterpeno 5, los cuales se
caracterizaron mediante sus datos fisicos y espectroscopicos y por comparacion con

datos descritos.

La separacion cromatogréfica del extracto hexanico de tallos de Bursera morelensis
condujo al aislamiento del monotepeno 6 y los triterpenos 7-13. El triterpeno 13 es
un producto natural que no habia sido aislado del género Bursera. Del extracto de

AcOEt de esta misma parte se aislo la flavona naringenina (14).

Se determiné de la configuracion absoluta del lignano (3) y podofilotoxina (15)
mediante dicroismo circular vibracional, en la cual 3 presenté la misma configuracion

que el compuesto citotoxico 15.
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/. PARTE EXPERIMENTAL.

7.1 General.

Los espectros de IR se determinaron en CHCI3 en un espectrofotometro Perkin-Elmer
2000 FT-IR, los espectros de DCV se obtuvieron en un espectrofotometro ChirallR
FT-VCD marca BioTools, los espectros de RMN de *H (400 MHz y 300 MHz) y de *3C
(100 MHz y 75 MHz), incluyendo los experimentos APT, HSQC, HMBC se
determinaron en los equipos JEOL 400 Eclipse y Varian Mercury 300 y Varian 400,
usando como disolventes CDCl; y acetona-ds. Los espectros de masa se obtuvieron
en un espectréometro de masa Varian 220 acoplado a un cromatégrafo de gases
Varian 450-GC, por medio de impacto electrénico a 70 eV. Las rotaciones epecificas
se determinaron en CHCI3 en un polarimetro Perkin-Elmer 341 y los puntos de fusion

se determinaron en un equipo Buchi B-540.

7.2 Colecta de Bursera fagaroides (H.B.K.) y Bursera morelensis.

a) Colecta de fuentes vegetales.

La colecta de resinas de la especie Bursera fagaroides (H.B.K.) y la colecta de tallos
de la especie Bursera morelensis se llevé a cabo en el km 95 Iguala-Chilpancingo,
Guerrero, México, en julio de 2009. Ambos especimenes se prepararon y se enviaron
al Herbario del Instituto de Ecologia, A. C., Centro Regional del Bajio en Patzcuaro,

Mich. para su identificacion botanica por parte del Prof. Jerzy Rzedowski, con
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namero de especimen: Juan Diego Herndndez 236 para B. fagaroides y Juan Diego

Herndndez 237 para B. morelensis.

7.3 Obtencidon de extractos.

a) Obtencion del extracto de la resina.
Las resinas (64 g) se pulverizaron en un mortero, después se colocaron a reflujo con
etanol (250 mL) por 4 h. Posteriormente, el extracto se filtr6 y se concentré en el

rotavapor para obtener 46 g de una miel color amarillo.

b) Obtencion de los diferentes extractos de tallos.
Los tallos frescos y cortados en pequefios canutos (10 kg) se sometieron a
maceracion con hexano (12 L) por 4 semanas, al término de las cuales, el extracto se
filtr6 y se concentré en el rotavapor. Este procedimiento se repitié una vez mas para
obtener 20 g de producto. Luego se repiti6 con AcOEt y MeOH mediante
extracciones secuenciales para obtener 32 g del extracto de AcOEt y 40 g del
extracto metandlico. El extracto de AcOEt se disolvio en MeOH-H,0, posteriormente
se extrajo con AcOEt, se filtr6 y se concentré obteniéndose 13 g de extracto soluble y

una parte insoluble (5 g).

7.4 Obtencion de compuestos.

Para los analisis cromatograficos se siguieron las técnicas convencionales, utilizando

cromatofolios de gel de silice soportada en aluminio Merck 60 F2s4, y como revelador
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luz UV de onda corta (254) y de onda larga (365), ademas de sulfato cérico
amoniacal preparado con 12 g de sulfato cérico amoniacal, 22.5 mL de &acido

sulfarico y 350 g de hielo.

7.4.1. Separacion cromatogréafica del extracto etandlico de la resina

de Bursera fagaroides.

Una alicuota del extracto de EtOH (1.2 g) se sometié a cromatografia empleando una
columna de vidrio de 5 cm de diametro interno, gel de silice (6 pulgadas, 230-400
mesh ASTM) y como eluyentes mezclas de hexano-AcOEt (4:1, 500 mL, 7:3, 800 mL
y 1:1, 150 mL), AcOEt (200 mL) y MeOH (300 mL). Se colectaron eluatos de 20 mL
para obtener un total de 84 fracciones, las cuales se analizaron mediante CCF para

Su agrupacion.

(-)-ent-Kaurenol (5). La separacion cromatografica de la
fraccion 16-21 (27.6 mg) empleando una columna de

HO vidrio de 2 cm de didmetro interno, gel de silice (13 g, 230-

400 mesh ASTM) y como eluyentes mezclas de hexano-
AcOEt (9:1 300 mL y 4:1 200 mL), AcOEt (80 mL) y MeOH (100 mL) y colectando
eluatos de 10 mL, permitié obtener un total de 50 fracciones que se analizaron por
CCF. En la fraccion 5 se obtuvo el compuesto 5 como un polvo blanco (7.3 mg) que

mostro [a]3? - 49.2 (c 0.59, CHCIs). Los datos de RMN se muestran en la Tabla 1.
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(-)-8’-Desmetoxiyateina (1). Las fracciones 44-53 (121.7
mg) se recromatrografiaron en gel de silice (15 g, 70-230
mesh ASTM) y usando mezclas de hexano-AcOEt (4:1,
250 mL y 1:1, 150 mL) y AcOEt (100 mL) y colectando

eluatos de 10 mL. De la fraccion 20 se obtuvieron 10 mg

(0.83%) del lignano 1 en forma de una miel transparente, que mostré [a]3® - 33.1 (c

1.1, CHCly).

Este compuesto se caracterizO mediante sus datos fisicos y

espectroscopicos, asi como por comparacién con datos descritos?. Los datos de

RMN *H y 3C se muestran en la Tablas 2 y 3.

(-)-Yateina Las fracciones 54-67 se

2).
recromatrografiaron en gel de silice (15 g, 70-230 mesh
ASTM) y mezclas de CHCI3-AcOEt (95:5, 370 mL y 9:1,
300 mL) y MeOH (200 mL) como eluyentes. De la fraccién

12-20 se obtuvieron 12 mg de 2 (1%) en forma de una

miel transparente, con [a]3° - 33.2 (c .91, CHCl3). RMN de 'H y *3C, ver Tablas 2 y

3.

MeO

.
O

OMe
OMe

(- )-Deoxipodofilotoxina (3). Las fracciones 64-69 (97.7
mg) se analizaron mediante CCF y UV observandose dos
bandas con Rf de 0.57 y 0.68 que fueron purificadas por
CCF en una placa de 10 x 20 cm, la cual se corrié con

CHCI3-AcOEt (4:1). De la banda de R; 0.57 se obtuvo una
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miel transparente (10 mg) que mostré [a]3° - 95.2 (c 1.0, CHCI3) y que correspondio

al lignano 3. Los datos de RMN *H y *3C se muestran en las Tablas 2 y 3.

(-)-8’-Desmetoxideoxipodofilotoxina (4). De la banda

< ,,,,,\<o con Ry 0.68 de la CCF anterior se obtuvo una miel

blanquecina (6.2 mg) que mostr6 [a]3® - 127.2 (c 0.36,

L OMe | CHCI). Del andlisis de RMN *H y de C, asi como de la
e

comparacién con datos descritos®® se concluyé que se

trataba del lignano (- )-desmetoxideoxipodofilotoxina 4.

7.4.2 Separacion cromatografica del extracto hexanico de los tallos

de Bursera morelensis.

Una alicuota del extracto hexanico (3 g) se someti6 a cromatografia
empleando una columna de vidrio de 3.5 cm de diametro interno, gel de silice (80 g,
230-400 mesh ASTM) y como eluyentes hexano (400 mL), mezclas de hexano-
AcOEt (9:1, 900 mL, 7:3, 600 mL; 1:1, 400 mL y 3:7, 400mL) y AcOEt (400 mL). Se
colectaron eluatos de 100 mL para obtener un total de 30 fracciones, las cuales se

monitorearon mediante cromatografia en capa fina (CCF).

(-)-Limoneno (6). De la fraccion 2 (hexano) se obtuvo como aceite
transparente y de olor agradable que se caracteriz6 como limoneno

(6) con base en sus datos de RMN de 'H y **C. Esta sustancia es
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un monoterpeno conocido en especies de Bursera, y sus datos fisicos y

espectroscopicos resultaron iguales a los descritos.’

Betulonal (7). La purificacion de la fraccion 7 (124.3
mg) se llevd a cabo en gel de silice (3 g, 70-230
mesh ASTM) y hexano-CH.Cl, (49:1) como

eluyentes, colectando eluatos de 3 ml. De la fraccion

4 se obtuvo un polvo blanco (21.5 mg, 17.3%) que

mostro [a]2® + 47 (c 0.22, CHCI,). Este compuesto se caracterizé como betulonal (7)
mediante sus datos fisicos y espectroscépicos, asi como por comparaciéon con datos

descritos.®

Eufol (9). La fraccion 8 (335.3 mg) se purificd
por cromatografia en gel de silice (6.5 g, 70-230

mesh ASTM) y CHCI3-AcOEt (9:1) como

eluyentes. Los eluatos 6-8 (207.4 g) se

recromatrografiaron en gel de silice (6.5 g, 70-
230 mesh ASTM) y CHCI3-AcOEt (9:1) como eluyentes, colectando eluatos de 3 mL.
De la fraccion 6-11 se obtuvieron 91.5 mg (44%) en forma de cristales.
Este compuesto se caracterizO como eufol (9) mediante sus datos fisicos y

espectroscopicos, asi como por comparacién con datos descritos.?
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Acetato de a—amirina

(10) y acetato de pf
amirina (12). La

separacion cromatografica

de las fracciones 13-15

(404.2 mg) en gel de silice (6.25 g, 70-230 mesh ASTM) y CHCI3, mezcla CHCls-
AcOEt en orden de creciente polaridad como eluyentes, condujo a la fraccion 6
(172.4 mg) que se recromatrografié en gel de silice (2.5 g, 70-230 mesh ASTM) y
CHCI3-AcOEt (49:1) y (9:1) como eluyentes. La fraccion 5-8 (104.7 mg) se
recromatrografio en gel de silice (2.7 g, 70-230 mesh ASTM) y CHCI3-AcOEt (98:2) y
(9:1) como eluyentes. De la fraccion 16-19 se obtuvieron 9 mg en forma de una miel
transparente, cuyo espectro de RMN 'H se comparé con la literatura ?’, lo cual

correspondio a una mezcla del acetato de e—amirina (10) y acetato de S-amirina (11).

Acido betulonico (8). Las fracciones 21-35 se
obtuvieron en forma de polvo blanco (21.5 mg),
cuyo espectro de IR (CHCIls) cm™ mostré una banda

ancha en 2500-3500 caracteristica de OH de acido

carboxilico. Su espectro de RMN *H se comparé

con el del compuesto 8, asi como con datos descritos, lo cual nos permitié identificar

este compuesto como acido betuldnico (8).
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[-Sitosterol (12). La separacion cromatografica
de las fracciones 14-16 (127.6 mg) en gel de
silice (12 g, 70-230 mesh ASTM) y mezcla

CHCI3-AcOEt (9:1), dio lugar a la fraccion 10-12

que se recromatrografio en gel de silice (3 g, 70-
230 mesh ASTM) y CHCI3-AcOEt (94:6) y AcOEt como eluyentes. De la fraccion 6
se obtuvieron 8 mg de un polvo blanco, cuyo espectro de RMN de *H correspondi6 al

del p-sitosterol (32).2

Tetrahidroxiescualeno (13). La fraccién 28-35 (998.7
mg) se separd por cromatografia en columna de vidrio
de 2 cm de didmetro interno, gel de silice (20 g, 230-

400 mesh ASTM) y como eluyentes, mezclas de

CHCIl3-AcOEt (7:3, 250 mL, 1:1, 250 mL) y AcOEt (70

mL) y MeOH (200 mL). Se colectaron eluatos de 5 mL para obtener un total de 63
fracciones, las cuales se monitorearon mediante CCF. En la fraccion 34-56 se obtuvo
un soélido que mostré [a]%’ + 19.6 (c 0.23, CHCIs). Este compuesto se caracterizo
como 2,3,22,23-tetrahidroxiescualeno (13) mediante sus datos fisicos y

espectroscopicos, asi como por comparacién con datos descritos. 2°

90



PARTE EXPERIMENTAL

7.4.3 Separacion cromatogréafica de la parte soluble de AcOEt.

Una alicuota de la parte soluble de AcOEt (4.2 g) se sometio a cromatografia en
columna en gel de silice y mezclas de CHCI3-AcOEt (7:3; 1:1 y 3:7), AcOEt, AcOEt-
MeOH (1:1) y MeOH. Se colectaron 38 fracciones de 20 mL, las cuales se

monitorearon mediante cromatografia en capa fina (CCF).

(-=)-Naringenina (14). La fraccion 6 (104.4 mg) se

OH
©/ recromatrografio en gel de silice y CHCIl3-AcOEt (9:1

HO O
\q‘;ﬁ' y 7:3), AcOEt y MeOH. La fraccién 18-29 (30.4 mg)

OH O
se recromatrografié en gel de silice y CHCI3-AcOEt

(9:1y 7:3), AcOEt y MeOH como eluyentes. De la fraccion 15-23 se obtuvo un sélido
amarillo (7.3 mg) que mostré [a]3’ - 19.7 (c 0.7, MeOH) y p.f. 250-252 °C, que se

caracteriz6 como el compuesto (14). RMN de 'H y *3C (Tabla 4).
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7.5 Modelado molecular y obtencion de los espectros de

dicroismo circular vibracional (DCV) teérico.

Los modelos moleculares de 3 y 15 se construyeron utilizando el programa Spartan
'04, para posteriormente llevar a cabo un analisis de distribucion conformacional
empleando el método Monte Carlo con Mecanica Molecular en este mismo
programa. Luego se hizo una estimacion de la energia con la teoria de funcionales
de la densidad (DFT), usando B3LYP/6-31G’, seguido por optimizacion de la
geometria a temperatura ambiente usando B3LYP/DGDZVP. Finalmente, se calculd
el espectro de DCV teorico mediante la ponderacion de los minimos energéticos

obtenidos.
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ANEXOS

9. ANEXOS

Espectros de IR y masa.
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ANEXOS

(-)-Yateina (2).
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ANEXOS

(- )-Deoxipodofilotoxina (3).
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ANEXOS

(-)-ent-Kaurenol (5).
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ANEXOS

(+)-Betulonal (7).
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ANEXOS

(+)-Tetrahidroxiescualeno (13).
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