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RESUMEN

En el sur del Ecuador, en la comunidad de Saraguro se recolecté una especie llamada
Macrocarpaea lenae, comunmente conocida como tabaco de cerro, por sus diferentes
beneficios, se realiz6 un estudio fitoquimico para el aislamiento y caracterizacién de

sus metabolitos secundarios.

Este procedimiento inicié con la recoleccion de la especie en el cantén de Saraguro.
Se obtuvieron tres extractos, con el fin de elegir el extracto de acetato de etilo que
mostraba contener mayor cantidad de compuestos, basandose en la riqueza de
compuestos dada por cromatografia en capa fina. Se continu6 con el fraccionamiento
por cromatografia en columna, y las fracciones resultantes fueron purificadas mediante

microcolumnas.

Durante el estudio se aisl6 cuatro compuestos de naturaleza iridoide; dos no se habian
aislado anteriormente considerandolos como compuestos nuevos, derivados de los
otros dos compuestos conocidos como: Swerosido y Djalonenol. Para su identificacion
estructural se empled técnicas como: CG-MS, IR, RMN y célculos computacionales

que permitiran confirmar la estereoquimica de los compuestos nuevos.

PALABRAS CLAVES: Macrocarpaea lenae, Swerosido, Djalonenol, RMN.



ABSTRACT

A species called Macrocarpaea lenae was collected in the south of Ecuador, near
Saraguro town. In the traditional medicine of the Saraguro people, the plant is called
“Tabaco de cerro”. A phytochemical analysis was made to isolate and characterized is
its secondary metabolites

The process started by picking up the specie’s sample in the canton of Saraguro.
Three extracts were obtained, in order to choose the ethyl acetate extract that shows to
have the highest compounds amount, based in the riches of compounds gave in the
thin layer chromatography. The process continued with a column chromatography

breaking up and the resulting parts where purified through microcolumn.

During the research four compounds of iridoid nature were isolated; two of them
haven’t been isolated before and they were considered new compounds, derivate of
the other two knows as: Swerosido and Djalonenol. For its structural purification it was
used techniques like: CG-MS, IR, RMN and computational operations that let verify the

new compounds stereochemistry.

KEYWORDS: Macrocarpaea lenae, Sweroside, Djalonenol, NMR.



INTRODUCCION

Muchas de las aplicaciones que se hacen de las plantas medicinales se relacionan con
practicas magico-religiosas. A menudo, el resultado ha sido una sobrevaloracion de
ciertas plantas medicinales; es decir, asignarles una multitud de propiedades que en
realidad no poseen. En la actualidad existe un interés creciente por el estudio y la
utilizacion de las plantas medicinales, tanto en paises desarrollados como en aquellos
en desarrollo. No obstante, las causas principales son diferentes en cada uno de ellos
(Garcia & Morales, 2005).

Al Ecuador se le considera como un pais megadiverso, donde la poblacién aun
mantiene sus costumbres tradicionales en el uso de remedios ancestrales. Loja y
Zamora Chinchipe son consideradas como las provincias del sur con una
biodiverdidad abundante y una tradicion etnobotanica rica (Andrade, Armijos, Malagén,
& Lucero, 2009).

Los metabolitos secundarios son sustancias presentes en los vegetales que al ser
ingeridas, pueden presentar un potencial para modular el metabolismo humano de una
manera favorable para la prevencién de enfermedades cronicas y degenerativas. Por
esta razon se realizan muchos estudios para buscar compuestos fitoquimicos o
metabolitos secundarios que pueden tener importantes efectos fisiolégicos (Tripoli,

Guardia, Giammanco, Majo, & Giammanco, 2007).

El estudiar los metabolitos secundarios de las plantas, nos permite estandarizar el uso
de estas en la medicina tradicional, el descubrir nuevas moléculas con posibles
beneficios para la salud. De esto se encarga la fitoquimica, y para conseguir su
objetivo, utiliza diferentes herramientas como, la cromatografia de capa fina (CCF),

cromatografia en columna (CC), técnicas espectrométricas, entre otras.

Las investigaciones fitoquimicas en varias especies de familias como Gentianaceae
han permitido identificar flavonoides y ciertos triterpenos caracteristicos de esta
familia, entre ellos los secoiridoides del tipo swerdsido son los constituyentes
principales. La caracteristica principal de estos compuestos es su gran capacidad
amarogénica, es decir, son responsables del gusto amargo que poseen todas las
Gentianaceae, por lo que todas las especies utilizadas en medicina popular estan

asociadas con una actividad tonica y estimulante estomacal (Nadinic et al., 2002).

Macrocarpaea posee un numero limitado de ejemplares observados en el herbario. En

el Sur de Ecuador y en particular las provincias de Loja y Zamora-Chinchipe se ha



encontrado que el Parque Nacional Podocarpus, representa una de las &reas de

mayor diversidad de especies en Macrocarpaea (Grant & Struwe, 2003).

Entre estas encontramos la especie Macrocarpaea lenae, la que representa el objetivo
del presente estudio, el cual se basa en realizar un aislamiento y caracterizacion de los
metabolitos secundarios presentes en esta especie, mediante técnicas de maceracion
para obtencion de extractos, cromatografia en columna, métodos espectroscopicos,
computacionales y bioldgicos para la caracterizacion de los metabolitos aislados.



CAPITULO |
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1.1. Plantas medicinales

Son plantas medicinales, todas aquellas que contienen en alguna de sus partes,
principios activos, los cuales, administrados en dosis suficientes, producen efectos
curativos en las enfermedades de la especie humana. El ndmero de plantas
vasculares que existe en la tierra varia segun distintas estimaciones, entre 260,000 y

320,000 especies, siendo la mayoria plantas con flores o angiospermas (Front, 1980).

Las plantas son laboratorios naturales donde se biosintetiza una gran cantidad de
sustancias quimicas, debido a que poseen principios activos localizados dentro de los
metabolitos secundarios, brindando diferentes usos dentro de la comunidad (Aguilar,

Rodriguez, Saavedra, Espinosa, & Yero, 2012).

Debido a que las plantas son una alternativa actual para buscar nuevos agentes
terapéuticos, estas han sido utilizadas desde tiempos remotos con fines curativos. Los
usos particulares se han transmitido en forma oral o escrita y de generacién en
generacién a lo largo de la historia, hasta nuestros dias. Muchas de las aplicaciones
gue se hacen de las plantas medicinales se relacionan con practicas magico-religiosas
(Garcia & Morales, 2005).

1.2. Plantas medicinales en el Ecuador

En el Ecuador existen mas de 17000 especies de plantas vasculares. Esta gran
diversidad de plantas proviene de las zonas tropicales y subtropicales de América,
Asia, Malasia y Africa, asi como zonas templadas de los hemisferios boreal y austral.
A lo largo de la historia ecuatoriana se han realizado varias investigaciones sobre las
plantas y sus usos, con el fin de proporcionar productos comerciales, como también
para poner a disposicion de la comunidad en general, el conocimiento ancestral que
esta en riesgo de perderse, por un afan de documentar sitios inexplorados o
peculiares, o bien para profundizar en el uso y manejo de especies o grupo de plantas

ofreciendo mejoras o alternativas de explotacion (Front, 1980)

Ecuador por su alta diversidad biolégica y cultural constituye uno de los paises con un
gran potencial en medicina tradicional. Los estudios de plantas medicinales y
etnoboténica han sido desarrollados principalmente en la regién central andina y en la
Amazonia, consistiendo mayormente en la enumeracién de las plantas que conoce y
usa la gente local y la descripcién de los sistemas de salud tradicional en comunidades

indigenas (Zambrano, Buenafio, Mancera, & Edwin, 2015).



1.3. Medicina tradicional en el Ecuador

La medicina tradicional en el tratamiento de enfermedades, es una practica que se ha
llevado a cabo desde tiempos ancestrales y ha demostrado que es una de las mejores
opciones en el cuidado de la salud para las personas y comunidades que la mantienen
y conservan. Ademas, la reducida capacidad econdmica de las comunidades de estas
zonas hace que no siempre tengan facil acceso a los medicamentos modernos, por lo
que contindan utilizando la medicina tradicional mediante el uso de sustancias

derivadas de las plantas medicinales (Zambrano et al., 2015).

El conocimiento médico tradicional en el Ecuador tiene tres niveles, los cuales se

detallan en la figura 1.

T _ N ‘o — ~
Primer nivel: Personas que curan
curanderos o con plantas
yerberos P
o o I o ™ ' o ™
r N ) )
CONOCIMIENTO Sggggggrglsvel. Personas que curan
MEDICO ores ) con sus manos
TRADICIONAL | P | | |
) o y - B p— _ .
' Tercer nivel: Nivel mas alto, son
chamanes o | aquellos que curan
Yachags ———— con alucinégenos y
(Quichuas), | con el poder de su
L Uwishines (Shuar) | | mente |

Figura 1. Niveles del conocimiento médico tradicional en el Ecuador
Fuente: (Ortega & Gualavasi, 2008)
Elaborado por: La autora, 2016

1.4. Familia Gentianaceae

La familia de las Gentianaceae fue descrita por primera vez en el afio 1789 por el
francés Antoine - Lautent de Jussieu. Esta familia incluye muchos arboles, matorrales
y hierbas de zonas tropicales y templadas con diversos tipos de flores de distintas
coloraciones que son muy apreciados en las poblaciones por sus colores y su belleza.
Tiene una distribuciébn cosmopolita con una mayor diversidad de taxones en las

regiones templadas y subtropicales y sobre las montafias tropicales.



Tienen una funcién fisioldgica y biolégica importante para el organismo en que estan
presentes, son ademas la base de muchos preparados de tipo herboristicos y
licuoristicos, en general a ellos se deben los efectos de las plantas utilizadas en la
medicina tradicional. Su estudio fitoquimico se ha basado en el uso tradicional,
empleando las plantas endémicas de cada pueblo. Al experimentar en animales con
los compuestos  aislados, se han identificado varias propiedades como la
antiinflamatoria, antiasmatica, anticonvulsiva, antihistaminica, entre otras. (Vidari &
Vita finzi, 2010).

Se conoce que las especies de la familia Gentianaceae, tienen una funcion fisiolégica
importante para el organismo, por ejemplo, los flavonoides tienen como propiedad
atraer insectos polinizadores, alcaloides como defensa contra depredadores, terpenos
especialmente iridoides que otorgan el sabor amargo que las caracteriza y las
xantonas que proveen de gran homogeneidad a la familia y podrian ser consideradas

como un caracter distintivo (Nadinic et al., 2002).

Las investigaciones fitoquimicas en varias especies de la familia gentinaceae,
permitieron aportar conocimiento acerca de moléculas de diferente naturaleza, tales
como: un compuesto de naturaleza iridoide llamado Swerchirina (figura 4) aislado de
los extractos alcohdlicos y hexanicos que tiene la propiedad de bajar la tasa de azlcar
en la sangre; una xantona extraida del extracto metabdlico llamada Swertiaperenina

(figura 8), y un alcaloide llamado Gentialutina (figura 7) (Vidari & Vita finzi, 2010)

1.4.1. Terpenos.

Los terpenos forman un conjunto enormemente amplio de sustancias naturales, mas
de 30.000 descritas hasta la fecha encontradas en mayor 0 menos proporcién en
todos los tipos de organismos vivos. Su denominacion proviene de trementina, y

pueden ser tanto sustancias volatiles como no volétiles (Marco, 2010).

La ruta biosintética de estos compuestos da lugar tanto a metabolitos primarios como

secundarios de gran importancia para el crecimiento y supervivencia de las plantas.

Entre los metabolitos primarios se encuentran hormonas como: giberelinas, acido
abscisico y citoquininas; carotenoides, clorofilas y plastoquinonas, ubiquinonas y
esteroles. Suelen ser insolubles en agua y derivan todos ellos de la union de unidades
de isopreno (figura 2) que son las unidades formadas por cinco carbonos C5, de esta

forma, los terpenos se clasifican por el nimero de unidades de isopreno: los terpenos



de C10 se llaman monoterpenos; los de C15, sesquiterpenos, los de C20 son los
diterpenos, los triterpenos tienen C30, los tetraterpenos tienen C40 y se habla de
politerpenos cuando contienen mas de 8 unidades de isopreno (Avalos & Pérez,
2009).

La sintesis de terpenos (Figura 3) ocurre a partir de dos precursores universales de
naturaleza isoprenoide: IPP y DMAPP, que son los bloques activados de C5, conocido
como pirofosfato de isopentenilo (IPP) o isopreno activo, el cual puede ser sintetizado
tanto por la ruta clasica, citosoélica, del mevalonato que parte de Acetil CoA o por la
ruta alternativa, plastidica, que consiste en la condensacion de gliceraldehido-3-P e

hidroxietiltiamina.

En este proceso el IPP se isomeriza a dimetil alil pirofosfato (DMAPP), y este actla
como “donante” a una molécula de IPP y forma el geranil pirofosfato (GPP) mediante
una reaccion de condensacion “cabezacola”, el cual a su vez, actia como donante
para otra molécula de IPP y forma el farnesil pirofosfato (FPP). Este tipo de
condensaciones de pirofosfatos alilicos con el IPP produce los pirofosfatos prenilicos
de mayor tamafio (Marco, 2010).

Figura 2. Estructura quimica del Isopreno
Fuente: La autora, 2016
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Figura 3. Sintesis de terpenos y su clasificacién segun las unidades de isopreno
Fuente: (Avalos & Pérez, 2009)

Una clase de terpenos son los iridoides (figura 4), los cuales pueden encontrarse como
estructuras abiertas como los secoiridoides (figura 5), o cerradas, y generalmente
aparecen en forma de heterésidos, como glucésidos (figura 6). Estos compuestos
presentan propiedades beneficiosas sobre la funcién hepética y biliar, tienen actividad
antiinflamatoria, antimicrobiana, antitumoral y antiviral (Lépez, Migue, & Aleixandre,
2012).

Son monoterpenos que se caracterizan por un esqueleto ciclopenta piranico
denominado iridano. La mayoria son glucosidos y poseen un pequefio niumero de
estructuras en las cuales la parte azucarada de la molécula es un oligosacarido, los

iridoides no heterosidicos pueden ser alcaloidicos, policiclicos, ésteres internos. La
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extraccion de estos se da con disolventes polares y una primera separacion se obtiene
con frecuencia por reextraccion del residuo extractivo disuelto en agua con ayuda de

disolventes no miscibles de polaridad creciente (Bruneton, 2001).

ORA1

OH Q0 HO

(a) Swerchirina R = R1 = Me
() Bellidifolina R = MeR1=H
(c)BellidinaR=Ri=H

Figura 4. Molécula de Swerchirina
Fuente: La autora, 2016

CHs
CHs
@]
HsC O Glu
Figura 5. Estructura de secoiridoide Figura 6. Estructura de iridoide glucésido
Fuente: La autora, 2016 Fuente: La autora, 2016

1.4.2. Flavonoides.

Los flavonoides son grupos aromaticos, pigmentos heterociclicos que contienen
oxigeno, constituyen la mayor parte de pigmentos amarillo, rojo y azul de las plantas y

frutas.

Las principales propiedades que podemos obtener de ellos son: antiinflamatorias,
antimicrobianas, antitrombdéticas, antialérgicas, antitumorales, anticancerigenas y

antioxidantes.
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Estan compuestos de dos anillos fenilos (A y B), ligados mediante un anillo pirano (C).

Lo cual nos deja en un esqueleto de difenilpiranos, comin en la mayoria de los

flavonoides. La sintesis de los flavonoides se da en las plantas a partir de unidades de

acetato y aminoacidos aromaticos como la fenilalanina y la tirosina. Después, estas

dos dltimas, dan lugar a los &cidos cinamico y parahidroxicinAmico; que al

condensarse con las unidades de acetato originan la estructura cinamol de los

flavonoides (Escamilla Jiménez, Cuevas Martinez, & Guevara Fonseca, 2009).

Debido a las variaciones del pirano, los flavonoides se clasificar como se muestra en la

tabla 1.

Tabla 1. Clasificacion de flavonoides

NOMBRE ESTRUCTURA
OH
o*
Antocianidinas
Z OH
OH
OH
0
Flavanos
OH
OH
OH
0
Flavonas
0
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0
Flavonol
OH
0
Chalconas .j‘/l/.
0
0
Auronas
0
0
Flavanonas
0
0
Flavanonol
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0
Catequina
OH
0
Leucoantocianidina
OH
OH
0
Isoflavona
0

Fuente: La autora, 2016

1.4.3. Alcaloides.

Son compuestos organicos ciclicos que contiene nitrégeno en un estado de oxidacién
negativo con una distribucién limitada entre los organismo vivos (figura 7). Se
consideran como metabolitos secundarios que se encuentran fundamentalmente en
plantas y que tienen actividad farmacoldgica e incluyen todos los productos naturales
gue contienen nitrégeno que no son clasificados como péptidos, aminoacidos no
proteicos, aminas, glicosidos cianogénicos, glucosinolatos, cofactores, fitohormonas o
metabolitos primarios (Marco, 2010).

Existen tres tipos principales de alcaloides:

- Alcaloides verdaderos: en ellos el atomo de nitrégeno forma parte de un
anillo heterociclico, poseen una significativa actividad farmacologica y

biosintéticamente derivan de aminoacidos.
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- Protoalcaloides: son aminas simples en las que el atomo de nitrégeno no
forma parte de un anillo heterociclico, son basicos y son elaborados in vivo a

partir de aminodcidos.

- Pseudoalcaloides: Presentan las caracteristicas de los alcaloides verdaderos,

tienen un anillo heterociclico con N, pero no derivan de aminoacidos.

HO

7

Figura 7. Molécula de Gentialutina
Fuente: La autora, 2016

1.4.4. Xantonas.

Son compuestos aromaticos muy difundidos en ciertas familias vegetales, gutiferas y
gencianaceas. En las xantonas aisladas de plantas superiores, uno de los anillos
procede del 4cido shikimico, mientras que el otro es de origen policetidico (figura 8).
Los sustituyentes de los anillos pueden ser simples hidroxilos, o0 mas elaborados y de

diversos tipos como los que tienen restos de isoprenilo o C-glicosilo (Marco, 2010).

Me( 0

OMe

HO 0 OH

Figura 8. Molécula de Swertiaperenina
Fuente: La autora, 2016
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1.4.5. Descripcién del género Macrocarpaea.

El género Macrocarpaea posee un numero limitado de ejemplares observados en el
herbario, tiene una alta e inesperada cantidad de endemismo de especies en
Colombia, Ecuador y Peru, en especial en las laderas andinas orientales entre 1000-
3500 m.

En el Sur de Ecuador y en particular las provincias de Loja y Zamora-Chinchipe se ha
encontrado que el Parque Nacional Podocarpus representa una de las 4reas de mayor
diversidad de especies en Macrocarpaea, 16 especies se encuentran en la region.
Muchos son comunes en toda la zona, mientras que otros sélo se conocen

basicamente en una sola localidad.

Después de una cuidadosa investigacion, se consider6é anunciar "luna de genciana" o
"genciana de luna" para el género Macrocarpaea. El nombre es apropiado ya que
todas las especies conocidas hasta la fecha son la noche en flor, bafiado en el
resplandor de la luna. Tienen color amarillo palido, corolas con l6bulos en forma de
media luna de color luz verdoso o blanco (Grant & Struwe, 2003).

A través de las investigaciones fitoquimicas realizadas en las diferentes especies del
género Macrocarpaea, se han encontrado algunos compuestos, que en su mayoria
son iridoides glucdsidos, asi también alcaloides como gentianine (figura 9) e

Hirsutanine A (figura 10), y xantonas.

0
~
0 "\,\ MH
0
Figura 9. Molécula de Gentianine Figura 10. Molécula de Hirsutanine A
Fuente: La autora, 2016 Fuente: La autora, 2016
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1.4.6. Descripcién de la especie Macrocarpaea lenae.

Esta especie se llama “Lena’s moon-gentian”. EIl nombre Macrocarpaea lenae es en
honor a la coautora boténica sueca Karin Elisabet Lena Struwe que particip6 en el

descubrimiento de esta especie.

Macrocarpaea Lenae J. R. Grant, es una planta perteneciente a la familia
Gentianaceae, crece en Colombia, Ecuador y Peru entre 1000-3500 msnm,
principalmente en las laderas orientales de los Andes. El género Macrocarpaea cuenta
75 especies reconocidas, mas de 30 de los cuales estan presentes en Ecuador. Es un
arbol ramificado, con 2-3 m de altura; tronco de 2,7 cm de diametro de madera hueca,
anillos de crecimiento apenas visibles, corteza parecida al papel fino aproximadamente
de 0,05 mm, la superficie exterior de lisa a rugoso. Tallos de cilindricos a

cuadrangulares, ligeramente huecos, de 4-6 mm de diametro.

La especie Macrocarpaea Lenae J. R. Grant fue clasificada por primera vez en 2003,
fue recogida en el Parque Nacional Podocarpus, en la provincia de Zamora-Chinchipe;
sin embargo, las muestras empleadas en este estudio se recolectaron cerca del

pueblo de Saraguro, en la provincia de Loja (Grant & Struwe, 2003).

Macrocarpaea Lenae J. R. Grant, no posee gran informacion bibliografica sobre su
fitoquimica, anteriormente se realiz6 una investigacion fitoquimica de esta especie,
donde se encontré dos alcaloides conocidos como gentianine (figura 9) e hirsutanine A
(figura 10); por lo tanto se considera que este es el primer estudio fitoquimico realizado

para aislamiento de metabolitos secundarios no alcaloideos.

Entre los pueblos que utilizan esta planta, en la medicina tradicional, el pueblo de
Saraguro la utiliza para el mal de aire, esta puede ser usada sola 0 mezclando con
otras plantas que tienen la misma funcién, mientras que las hojas secas son para

saumar la casa (Andrade et al., 2009).
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1.4.6.1. Clasificaciéon taxondmica.

Tabla 2. Clasificacion taxonémica de Macrocarpaea lenae

Reino: Plantae
Division : Magnoliophyta
Clase: Equisetopsida
Orden: Gentianales
Familia: Gentianaceae
Genero: Macrocarpaea
Especie: Lenae

Fuente: http://www.tropicos.org/Name/50236528?tab=images

Figura 11. Macrocarpaea lenae Figura 12. Macrocarpaea lenae
Fuente: http://www.tropicos.org/Image/22177 Fuente: http://www.tropicos.org/Image/100289918

1.5. Metabolitos secundarios de las plantas

A diferencia de las rutas metabdlicas primarias que contienen compuestos
comunmente encontrados en todos los organismos, existen compuestos que tienen
una distribucion mucho mas limitada en la naturaleza, ellos son conocidos como
metabolitos secundarios, encontrados en organismos especificos que indican una
expresion de la individualidad de las especies. La mayor parte de metabolitos
secundarios no poseen un papel vital en el bienestar del productor, por lo que en el
caso de la mayor parte de estos compuestos la funcién y su beneficio para el

organismo no son conocidas (Dewick, 2009).

Algunos productos del metabolismo secundario tienen funciones ecoldgicas
especificas como atrayentes, protectores o repelentes de animales, proporcionando a
la planta sabores amargos, haciéndolas indigestivas o venenosas. También
intervienen en los mecanismos de defensa de las plantas frente a diferentes

patdégenos, actuando como pesticidas naturales (Avalos & Pérez, 2009).
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1.6. Cromatografia

En 1906, el botanico Ruso M. Tswett realiz6 un experimento que condujo al
descubrimiento de lo que hoy conocemos como cromatografia. Colocd un extracto de
pigmentos vegetales en la parte superior de una columna de vidrio rellena de
carbonato de calcio (CaCO3). Al agregar éter, observd que la mezcla original se
separaba en diversas bandas coloridas que descendian a través de la columna a
diferentes velocidades.

La cromatografia es esencialmente un método fisico de separacion en que los
componentes a separar se distribuyen entre dos fases, una inmévil (lecho
estacionario), y otra movil (fase mévil) la cual percola a través de la primera. El
proceso cromatografico se da como resultado de repetidos procesos de sorcion-
desorciéon durante en movimiento de los componentes de la mezcla arrasados por la
fase mévil a lo largo del lecho estacionario (elucion), produciéndose la separacion
debido a las diferencias en las constantes de distribucién de los componentes de la
mezcla entre la fase estacionario y la movil. A la distribucién final de los componentes
en funcién de su posicion sobre el lecho estacionario, o del tiempo en que eluyen se le

denomina cromatograma (Faraldos & Goberna, 2011).

1.6.1. Cromatografia en capafina

La cromatografia en capa fina (CCF) es uno de los métodos cromatograficos mas
utilizados, es el mas simple de realizar, es de analisis rapido, sensible, econémico y se
puede utilizar para el andlisis cualitativo y cuantitativo de diversas sustancias
organicas e inorganicas. Es una técnica de cromatografia de liquidos que se realiza en
una fase estacionaria, que ayuda a predecir el comportamiento de la retenciéon de
sustancias diferente. El sistema de CCF se compone de tres elementos: la fase
estacionaria que es un sorbente, la fase movil que es el disolvente de revelado, un
liquido que comprende uno o mas disolventes., y la sustancia separada (un analito o
soluto). Los absorbentes de CCF, es decir, materiales soélidos porosos con
relativamente una alta superficie especifica, estan en forma de una capa delgada
situada sobre una superficie plana comunmente vidrio, metal o una placa de plastico
(Milojkovi¢-Opsenica & Andric, 2014).
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1.6.2. Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (CG-
MS).

Son dos técnicas, que permiten la separacion e identificacion de mezclas complejas,
en donde se utiliza un gas como fase movil. En la CG-MS los solutos se desplazan a
través del sistema cromatografico a velocidades determinadas por sus afinidades por
la fase estacionaria. La resolucion es en funcion de las velocidades diferenciales de
desplazamiento de zonas que tienden a separar sus centros y de los procesos de
ensanchamientos de zonas que tienden a juntarlas, mientras que la EM, proporciona

espectros, ya que detecta iones y se basa en la relacién masa-carga (Connors, 1981).

1.7. Resonancia magnética nuclear

Es la técnica que mayor informacién estructural ofrece, ya que en ella se observan los
nucleos de los atomos y se puede conocer la influencia de cada entorno molecular
sobre cada uno de los atomos. Para el C, se observa el isétopo **C, mientras que,
para el H es el is6topo *H. En la técnica de RMN, los nicleos se someten a un campo
magneético, cuyo comportamiento puede verse influido de diferentes maneras, dando

diferentes tipos de informacion:

- Desplazamiento: frecuencia a la que sale cada nucleo en concreto.
- Integral: nUmero de nucleos de cada tipo.

- Multiplicidad: nimero y disposicién de los nucleos proximos(Connors, 1981).

1.8. Espectrometria de infrarrojo (IR)

Es un tipo de espectrometria de absorcién que aprovecha la radiacion del espectro
electromagnético, para ser usada en la identificacibn de un compuesto o en la
investigacion de la composiciébn de una muestra; esta se divide en tres zonas: IR
cercano: 12800-4000 cm?, IR medio: 4000-400 cm? e IR lejano: 400-10 cm™. Esta
espectrometria se basa en las frecuencias de vibracién especificas (niveles de energia
de la molécula) que poseen los enlaces quimicos de las sustancias, las cuales
dependen de factores como: forma de superficie de energia potencial de la molécula,

geometria molecular, masa atémica y acomplamiento vibracional (McMurry, 2008).

En la interpretacion del espectro de infrarrojo de un compuesto se observa la

superposicion de bandas de absorcion de sus grupos funcionales especificos, asi
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también, permite establecer que algunos de ellos se encuentren presentes o ausentes

en el material analizado (Willard, Merritt, Dean, & Settle, 1991)

1.9. Métodos computacionales

Se conoce como quimica computacional, a la obtencion de informacion estructural de
sistemas quimicos por medio de céalculos matematicos basados en leyes
fundamentales de la fisica. Los célculos matematicos se sostienen en fundamentos

tedricos.

La mecénica cuantica es la Unica teoria que ayuda a interpretar las ecuaciones de
movimiento de sistemas del tamafio de las moléculas. Mediante esta teoria
conocemos como obtener de forma exacta la informacién estructural de un sistema
molecular; sin embargo de acuerdo a Dirac, es también necesario recurrir a las

matematicas y a diversas aproximaciones (Andrés & Beltran, 2000).

Entre los métodos para calcular la estructura electronica, encontramos que las
energias de excitacion de sistemas moleculares, DFT y TD-DFT son de particular
interés, debido a que estos procesos proporcionan resultados constantemente
satisfactorios, ya que permiten realizar experimentos por un bajo costo entre los

métodos computacionales de célculo.

1.10. Ensayos bioldgicos

Mediante estos ensayos se puede comprobar si los compuestos que se encuentran

experimentalmente, poseen actividad bioldgica.

1.10.1. Inhibicién de Monoamina oxidasa.

La Monoaminooxidasa (MAO) es una flavoproteina encontrada en la membrana
externa de la mitocondria, que contiene un dinucleétido de flavina adenina unida
covalentemente (FAD) como una coenzima y que tiene interés fisioldgico y
farmacologico debido a su papel central en el metabolismo de los neurotransmisores

de monoamina.

Esta flavoproteina existe en dos isoformas, MAO-A y MAO-B, que comparten

aproximadamente el 70% de identidad de secuencia de aminoacidos y se diferencian
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en su especificidad de sustrato, sensibilidad a los inhibidores especificos, y la

estructura tridimensional.

Las dos isoformas catalizan la biotransformacion por oxidacion de monoaminas
neurotransmisoras enddgenas y también la metabolizaciébn de diversos exdgenos
primarios, secundarios, y aminas terciarias en el sistema nervioso central, asi como en

los tejidos periféricos.

En este ensayo las catecolaminas son hidrolizadas por monoaminooxidasa, por lo
tanto, se conoce que las monoaminas son sustratos de la MAO y pasan a aldehidos,
para después llegar a amionacidos gracias a otras enzimas. La MAO-A desamina

preferentemente noradrenalina y serotonina y la MAO-B tiene un espectro mas amplio.

IMAO se considera como una técnica colorimétrica ya que absorbe una longitud de
onda, donde se usa un sustrato llamado Kynuramine, el cual no da color pero al
producirse la siguiente reaccién quimica, se libera un producto y este tiene color, para

medir la absorbancia:

Enzima + sustrato = enzima + producto
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2.1. Esquema metodologico.

| Recoleccién de Macrocarpaea lenae I

T

| Obtencion de extractos: |

02 v v Extracto de
[ Hexano ] | Acetato de etilo I [ Metanol ] [:> alcaloides

(Ifiguez, 2015)

| Remocion o eliminacion de la clorofila l

2o

| Purificacién cromatografica I

T

| Caracterizacion de compuestos purificados I

I |
Caracterizacion con Métodos Ensayos
métodos fisicos computacionales biolégicos
‘ ‘ Inhibicién de
RMN Rotacion Monoamino
optica [oc]33°C oxidasa (MAO)
L, | Cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas
> IR

Figura 13. Esquema del desarrollo de la investigacion
Fuente: La autora, 2016
Elaborado por: La autora
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2.2. Recoleccién de la planta

Las hojas de Macrocarpaea lenae se recolectaron en junio de 2009, con la
autorizacion N°001-IC-FLO-DBAP-VS-DRLZCH-MA concedida por el Ministerio de
Ambiente del Ecuador (MAE), en el sector de Cerro Acacana, perteneciente a la

parroquia de San Lucas, cantdn Saraguro, provincia de Loja, Ecuador.

La especie fue identificada por Bolivar Merino, curador del herbario de la Universidad
Nacional de Loja, de acuerdo con un ejemplar conservado en la misma instituciéon. Una
muestra de herbario se conserva en el herbario de la UTPL con el codigo de voucher:
PPN-GN-003.

Las hojas se secaron a 32°C, durante siete dias, posteriormente se procedio a triturar
y mantener al vacio en un lugar oscuro y fresco hasta el momento de la extraccion,
obteniéndose como resultado del proceso 814,24 g de material vegetal picado seco,

gque se guardé hasta el momento de estudio.

2.3. Obtencion de los extractos

Para la obtencién de los extractos se sometieron las hojas secas, trituradas y pesadas
a maceracion dinamica y estatica. En maceracion dinamica se la dejoé por un periodo
de 2 horas, para luego en maceracion estatica dejarla por un tiempo de 22 horas,
usando disolventes en orden creciente de polaridad como hexano (Hex), acetato de
etilo (AcOEt) y etanol; a cada uno de ellos se los utiliz6 hasta conseguir su

agotamiento.

Para los extractos de acetato de etilo y hexano, se procedié a separar el residuo
vegetal y el liquido extractivo utilizando filtracién al vacio, para luego concentrar este
liguido empleando un equipo rota-evaporador a una temperatura entre 30-35°C, hasta

obtener tres extractos totalmente secos.

Se realizaron CCF comparativas de los extractos de acetato y hexano, para decidir
utilizar el extracto de acetato por su gran cantidad de compuestos. El extracto de
etanol fue utilizado en la realizaciébn de otra tesis para extraccion de alcaloides
(Ihiguez, 2015).
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2.4. Desclorofilacion del extracto

Partiendo de un peso total de 35g, en una columna de vidrio, usando silica gel fase
reversa (RP18) se colocaron 5g del extracto y en forma isocréatica, con una proporcion
30:1 (gramos de silica-gramos de muestra) en una polaridad MeOH-H,O 8:2, se

realiz6 la desclorofilacion del extracto.

2.5. Fraccionamiento en cromatografia en columna del extracto total de acetato
2.5.1. Cromatografia en columna.

Partiendo de la fraccion U2-7 del extracto sin clorofila, se realizaron dos grandes

columnas:

Para la primera columna se tomaron 2g de muestra, y en una proporcién 1:200 gramos
de muestra-gramos de silica, se compacté y sembré la muestra en la columna, para lo
cual se utilizé un gradiente de polaridades: Hex — DCM - MeOH (60:30:10 - 55:35:10 -
45:45:109) y DCM - MeOH (90:10). Se obtuvieron 320 fracciones a las cuales se las

sometié a CCF, para su control cromatografico.

Para la segunda columna (figura 14) se tomaron 3,64 gramos de muestra, y se la
realizé en las misma proporcion que la columna anterior, a diferencia de que esta se
realiz6 en condiciones isotrépicas, es decir, utilizando una polaridad: Hex — DCM -
MeOH (70:20:10) y DCM - MeOH (90:10). De ella salieron 542 fracciones a las cuales

se les realiz6 un control cromatografico.

Figura 14. Columna 2 de muestra U2-7
Fuente: La autora, 2016
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2.5.2. Cromatografia en capa fina.

Tanto a la muestra de extracto total de alcaloides como a las fracciones de las
columnas fueron sometidas a cromatografia en capa fina, lo cual se realiz6 mediante
la utilizacién de placas de aluminio cubiertas de silica gel 60F2s4. Para este proceso se
sembraba la muestra con una referencia, utilizando diferentes disolventes en
polaridades distintas, revelarlo con &cido sulfarico al 5% y vainillina, para luego

someterlo a calor y observar las manchas con sus colores distintivos.

2.5.3. Unioén de fracciones.

Para la union de fracciones, fue necesario realizar CCF, usando como eluyentes
hexano — DCM — metanol (45:45:10), de esta manera se pudo relacionar la altura y la

similitud visual de las manchas caracteristicas que cada fraccion poseia.

2.6. Purificacién cromatografica.

Para la purificacion de las uniones, se realizé un control cromatogréafico previo, en
donde al observar el lugar del compuesto, se procedia a realizar la purificacion
mediante cromatografia en columna (CC), en condiciones isocraticas, y en una
relacién 200:1 silica — muestra. Luego de unir y verificar las fracciones recogidas, se
aislé6 el compuesto deseado y se lo sometid6 a las pruebas necesarias para su

caracterizacion.

2.6.1. Purificacion de MH-19 (P).

Al contar con 650,1 mg, se realizd una CC en fase inversa utilizando como eluyente:
acetonitrilo — agua, en una proporcion 1:1. Se recogieron las fracciones se unié como

correspondia y finalmente se obtuvo 644,9 mg del compuesto purificado.

2.6.2. Purificacion de MH-11/12 (P).

Para la purificaciébn de este compuesto, se realizé por separado las columnas, es
decir, para MH-11 se realizé CC en condiciones: Hex — DCM - isopropanol (65:25:10)
obteniéndose finalmente 3,9 mg de compuesto puro; mientras que para MH-12, se
realizaron varias CC, siendo la final: acetato — hexano (9:1), de esta se obtuvo 3,1 mg

de compuesto puro. Ambas cantidades fueron unidas consiguiéndose un total de 7 mg.
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2.6.3. Purificacién de MH-10 (P)

Para purificar la fraccion MH-10 (137,1 mg) con una CC en fase directa, se utilizd
como eluyente: Hex — DCM — MeOH (70:20:10), y se obtuvo finalmente 79,6 mg de

compuesto puro.

2.6.4. Purificacion de MH-3 (P).

Se contaba con 67,6 mg de la fraccion obtenida de la columna, para realizar su
purificacién en una CC de fase directa, fue necesario utilizar como solvente: hexano -
acetato (1:1), para que al finalizar con todo el proceso adquirir 6,7 mg de compuesto

puro.

2.7. Caracterizacion de compuestos purificados

Posterior a la purificacion de los metabolitos aislados, se obtuvo su peso para

proceder a caracterizar cada uno, utilizando diferentes métodos.

2.7.1. Caracterizacion con métodos fisicos.
2.7.1.1. RMN.

Los espectros de RMN: 'H, 3C, DEPT, COSY, HMBC, HSQC y NOESY, fueron
realizados en un equipo de resonancia magnética nuclear VARIAN Agilent 400 MHz —
Premium Schielded con modelo del magneto MR Y 0021953, estos espectros se
elaboraron a 400 MHz y 100 MHz. Como disolventes se utiliz6 metanol deuterado y
cloroformo deuterado; finalmente los resultados fueron expresados en ppm y se

informaron en Hz.

2.7.1.2. CG-MS.

Para la obtencién de los pesos moleculares de los compuestos se emple6 la técnica
de cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas para lo cual se utilizé
un cromatografo de gases Agilent serie 6890N acoplado a un espectrometro de masas
Agilent serie 5937 inerte, en donde se realizaron las inyecciones de las muestras de

los compuestos a analizar. Los detalles se observan en la tabla 3.
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Tabla 3. Especificaciones del equipo de GC - MS de muestras MH-10 (P) y MH-3 (P)

CROMATOGRAFIA DE GASES

Horno Inyeccion Columna
Temperatura o . Numero de | Agilent
inicial 60°C Modo Split modelo 122-5532
Temperatura | »70oc | Radio Split | 50:1 Temperatura | a5 o
final maxima
T_|emp(_),de 44 min FIUJ.O de 49.7 mL/min | Diametro 250 um
ejecuciéon Split

Tipo de gas | Helio Flujo inicial 1.0 mL/min
ESPECTROMETRIA DE MASAS
Parametros de exploracion Zonas de MS
Masa minima 45.0 MS Quad 200C Maximo 200 C
Masa maxima 580.0 MS Source | 230C Maximo 280 C

Fuente: La autora, 2016

2.7.1.3.

Rotacion optica ([«]337).

Para determinar la rotacion éptica de los compuestos aislados fue necesario utilizar un

polarimetro digital MRC Automatic Polarimeter P810 y una celda de 1dm de longitud.

En el procedimiento de este experimento, fue necesario diluir la muestra en 10 ml de

metanol grado HPLC y usar como blanco metanol puro (figura 15). Al final de este

proceso, el valor que el equipo proporciona se lo reemplaza en la formula observada

en la figura 16.
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Figura 15. A) Equipo para actividad 6ptica, B) Celda y C) Muestras diluidas
Fuente: La autora, 2016

T = 23°C
. 100 x a D f {mea D del espectro del Na
[OC]D — = | @=angulo medido

lxC | 1= longitud de la celda en dm
C = concentracién en gramosdiluido
en 100 ml

Figura 16. Formula para determinar actividad 6ptica
Fuente: (Galilei, 2016)
Elaborado por: La autora, 2016

2.7.2. IR

El experimento se realizd en la Universidad de Turin, gracias a la colaboracion del
Ph.D. Carlo Bicchi en Italia, donde las muestras fueron analizadas en un FT-IR (Perkin
Elmer SPECTRUM BXIl).

Su procedimiento inicia diluyendo las muestras con cloroformo, se deposita esta
solucién sobre una celda de NaCl soélido y se deja que el cloroformo se evapore en el
aire.

A continuacion, la pelicula liquida de la muestra permanece entre dos cristales de
NaCl, y se procede a analizar. Cuando termina el analisis, se recupera las muestras
mediante lavado con cloroformo.
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2.7.3. Métodos computacionales.

Estos métodos fueron realizados con éxito gracias a la colaboracién de la Ph.D. Silvia

Gonzalez, docente de la UTPL.

Para el calculo de la energia de la estructura molecular del compuesto MH-10 (P), se
utilizé el programa Gaussian version 09. Para el modelo se utilizo la geometria de la
molécula inferida de los resultados del RMN, y el método de célculo involucra la teoria
conocida como teoria del funcional de la densidad (DFT), en particular se utilizé el
funcional B3LYP.

La funcién de onda fue construida con las funciones de base de Ahlrichs, y para la
obtencion del resultado exacto se realizaron correcciones de los datos tedricos del
RMN con ayuda de una pagina web de la Universidad de California llamada
CHESHIRE, la cual aporta factores de correccion para cualquier molécula
dependiendo del solvente y la funcién base, para ser reemplazados en la féormula

correspondiente, la cual se conoce que parte de la ecuacién de la recta, es decir:

Las constantes de la regresion lineal: slope (pendiente de la recta) e intercept

(ordenada al origen) de la ecuacion de la recta:
y=mx-+b
Que en este caso se aplica a los datos de la siguiente forma:
o = slope § + intercept

Finalmente, como se desea despejar § (chemical shift corregido), la formula queda de

la siguiente forma (figura 17):

8 = chemical shift corregido
intercept — o0 | o = valoresisotrépicos del
chemical shift calculados
- SlOpe slope = pendiente de la recta
intercept = ordenada al origen

Figura 17. Formula para correccion de datos de RMN
Fuente: http://cheshirenmr.info/Instructions.htm
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2.7.4. Ensayos bioldgicos.

El andlisis bioldgico se realizO mediante el ensayo de inhibicion de
monoaminooxidasa, este procedimiento fue realizado por el Ph.D. Christian Larroque,
en el Instituto de Céncer de Montpellier, Francia. Para este experimento se
prepararon soluciones Stock como PBS y DMSO a diferentes concentraciones. Se
tomo entre 2.3 — 2.7mg de muestra, a las cuales se les agreg6 cantidad suficiente de
soluciébn DMSO, para conseguir una dilucién final de 50mg/mL (tabla 4).

Finalmente para proceder a la medicion de la actividad selectiva de MAO-A y MAO-B,

se coloca lo siguiente:

Vehiculo (DMSO + molécula) + Fraccién mitocondrial (MAOA + MAOB) +
Sustrato (Kynuramine) + CLO (inhibidor selectivo de MAOA)

Tabla 4. Cantidades usadas en el ensayo de IMAO

Muestra Peso vol, ul DMSO mg/mL
MH-3 (P) 2,4 48 50
MH-10 (P) 2,7 54 50
MH-19 (P) 2,3 46 50

Fuente: La autora, 2016
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CAPITULO Il

RESULTADOS Y ANALISIS
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3.1. Extractos obtenidos de la especie Macrocarpaea lenae

En la tabla 5 se detallan los pesos tanto de ambos extractos, como del extracto de
acetato sin clorofila. En la figura 18, se observa la comparacién de los dos extractos de
la especie vegetal, en ella podemos ver que hay una mayor cantidad de compuestos
presentes en el extracto de acetato, por lo cual, se decidié usar este para la realizacién
del proyecto, sometiendo a un proceso de desclorofilacion. Posterior a este proceso,

el extracto termind dividido en tres partes, siendo el U2-7 la parte que estaba

totalmente libre de clorofila, por lo que se la eligié para realizar la CC (figura 19).

Tabla 5. Pesos de los extractos

Extracto Peso en gramos
Acetato de etilo 35
Hexano 32,3

Extracto de acetat

o libre de clorofila

ul-7 10,4
uz2-7 6,6
us-7 2,2

Fuente: La autora, 2016

Figura 18. CCF de extractos de acetato de
etilo y hexano: fase directa
Hex - AcOEt 1:1

Fuente: La autora, 2016

Figura 19. CCF de U2-7: fase directa

Hex — DCM - MeOH
45:45:10
Fuente: La autora, 2016



3.2. Cromatografia en columna de U2-7

La fraccion U2-7, se purific6 mediante cromatografia en columna, sin embargo se la
dividié en dos partes. Toda la purificacion de este fraccionamiento se puede observar

de manera resumida en la figura 22.

Para la primera columna que se decidio realizar se utilizd6 un sistema de polaridad
ascendente, iniciando con Hex — DCM — MeOH (60:30:10), Hex — DCM — MeOH
(55:35:10), Hex — DCM — MeOH (45:45:10), DCM — MeOH (90:10) y finalmente etanol
puro. Como resultado se obtuvo un total de 320 fracciones a las que al someterlas a
CCF se decidi6 la manera de unir, teniendo finalmente 20 fracciones, a estas se les
asignaron un nombre especifico, se las seco, pes6 y guardd a obscuras en una
refrigeradora a -4°C (tabla 6). A cada una de estas uniones se las analiz6 mediante
CCF en una placa de silicagel Merck GF 254 (fase directa), usando como eluyente:
Hex— DCM — MeOH (45:45:10). En la figura 20 se observan las 20 uniones resultantes

y se especifica en que uniones se obtuvieron compuestos puros.

Tabla 6. Uniones de Columna 1 (U2-7)

COLUMNA 1 (U2-7)

Fracciones Nombre Peso Fracciones Nombre Peso
7-11 MH-1 7 mg 70-76 MH-11 25 mg
12-15 MH-2 5mg 77-103 MH-12 35 mg
16-28 MH-3 67,6 mg 104-143 MH-13 60,3 mg
29-33 MH-4 42,9 mg 144-161 MH-14 11,5 mg
34-35 MH-5 | 38,4 mg 162-178 MH-15 4,5 mg
36-39 MH-6 42 mg 179-183 MH-16 230,11 mg
40-42 MH-7 106,7 mg 184-188 MH-17 110,6 mg
43-48 MH-8 10,4 mg 189-196 MH-18 115,2 mg
49-54 MH-9 6,1 mg 197-260 MH-19 650,1 mg
55-69 MH-10 137,1 mg 261-320 MH-20 220,8 mg
Fuente: La autora, 2016 Lavado MH-L 73,7 mg
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MH-3 (P)

MH-10 (P)

MH-11/12 (P)

MH-19 (P)

Figura 20. CCF de uniones de columna 1 de muestra U2-7

Fuente: La autora, 2016

En la segunda CC se us6 més cantidad de muestra, y esta fue con el fin de obtener

mayor cantidad de los compuestos que se aislaron de la primera columna, esta se la

realiz6 en un sistema isocratico, utilizando como eluyente: Hex — DCM — MeOH
(70:20:10) y DCM — MeOH (90:10). De ella se tomaron 2000 ml inicialmente y luego se
recogid 542 fracciones las cuales mediante CCF se las uni6, obteniéndose un

resultado de 6 fracciones. En la tabla 7, se puede observar el nombre que se le asigné

a cada union, su peso y la manera de union.

En la figura 21, observamos la CCF de las 6 uniones de que salieron como resultado

de esta columna, podemos observar también que la fraccion MH-U2(2) F2, es

exactamente igual al compuesto aislado de la fraccion MH-10, por lo cual se decidio

almacenarlo en una refrigeradora a obscuras y a -4°C.
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Tabla 7. Uniones de Columna 2 (U2-7)

COLUMNA 2 (U2-7)

Fracciones Nombre Peso
2000 ml iniciales MH-U2(2) FO 30,9 mg
26-89 MH-U2(2) F1 59,4 mg
90-385 MH-U2(2) F2 268,7 mg
386-525 MH-U2(2) F3 180,0 mg
526-542 MH-U2(2) F4 54,7 mg
1-25 MH-U2(2) F5 55,9 mg

Lavado MH-U2(2) L 259

Fuente: La autora, 2016

MH-10 (P)

Figura 21. CCF de uniones de columna 2 de muestra U2-7
Fuente: La autora, 2016
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Figura 22. Esquema de cromatografia del extracto de acetato

Fuente: La autora, 2016
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3.3.  Purificacion e identificacién de los compuestos aislados

3.3.1. Compuesto 1 —-MH-19 (P).

Al realizar todas las pruebas a este compuesto, se obtuvo una estructura molecular, en
donde se reconocié que este es un compuesto conocido, el cual de acuerdo a
Hiroyuki, Shinichi, & Yushin, 2015, fue aislado por primera vez en 1927,

denominandolo Swerosido.

Los espectros de 'H, ¥C, COSY y DEPT que se obtuvieron de la Resonancia
Magnética Nuclear, pueden ser observados en los anexos 1,2 y 3. Sin embargo, todos
los datos que se obtuvieron como resultado de la parte experimental de este trabajo se

observa a continuacion:

Nombre: Swerosido

Formula molecular: Ci6H2209

Peso molecular: 358.13 g/mol

Aspecto fisico: Sélido amorfo

Peso: 644.9 mg

Rf (fase directa: Hex — DCM - MeOH 45:45:10): 0.11

IH-RMN (CDsOD) &: 5.45 (H-1, d, J=1.9, 1H), 7.50 (H-3, d, J=2.6, 1H), 3.10 (H-5, dddd,
J=13.8, 5.3, 2.6, 2H), 1.69 (H-6p, dddd, J=13.8, 5.1, 2.6, 2H), 1.59 (H-6a, ddd, J=13.6,
12.6, 4.3, 2H), 4.36 (H-7a, ddd, J=11.1, 4.3, 2.2, 2H), 4.28 (H-7B, ddd, J=11.8, 11.3,
2.8, 2H), 5.45 (H-8, dt, J=9.9, 17.1, 2H), 2.61 (H-9, ddd, J=9.6, 5.5, 1.7, 1H), 5.21 (H-
10B, dd, J=17.1, 1.9, 2H), 5.19 (H-10q, dd, J=10.2, 1.9, 2H), 4.59 (H-1’, d, J=7.9, 1H),
3.10 (H-2', dt, J=9.1, 8.0, 2H), 3.29 (H-3, t, J=8.8, 1H), 3.21 (H-4, t, J=9.6, 9.0, 2H),
3.20 (H-5', ddd, J=9.6, 5.9, 2.2, 4H), 3.8 (H-6a, dd, J=11.9, 2H), 3.57 (H-6p, dd,
J=11.9, 2H).

13C-RMN (CDsOD) &: 96.6 (C-1, CH), 152.6 (C-3, CH), 104.6 (C-4, CHy), 27.0 (C-5,
CH), 24.5 (C-6, CHy), 68.3 (C-7, CHy), 131.8 (C-8, CH), 42.3 (C-9, CH), 119.4 (C-10,
CHy), 167.1 (C-11, C), 98.3 (C-1’, CH), 73.2 (C-2’, C-H), 76.9 (C-3', CH), 70.1 (C-4’,
CH), 76.4 (C-5, CH), 61.2 (C-6’, CHy).
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[o<] 33°C (MeOH ¢ = 1,53 g/100ml): -183,7

IR v (cm™) film liquido: 3384, 2916, 1694, 1615, 1405, 1280, 1204, 1073, 987, 930,
901, 840, 757.

Figura 23. Estructura molecular de Swerosido
Fuente: La autora, 2016

Comparando con la bibliografia, encontramos los datos espectrales resultantes de este
trabajo, coinciden con los que se observan en Pauli, Nauman, & Fischer, 1995,
(Machida, Asano, & Kikuchi, 1995) y (Naggar & Beal, 1980). Las posiciones
correspondientes a las sefiales de H y 3C, nos indican que la estructura del
compuesto coincide con la que se encuentra propuesta en bibliografia, asi también, el
DEPT coincidié con el numero de CH y CH; mientras que espectro COSY, permitié

observar los acoplamientos entre protones presentes en la molécula.

Se conoce que Swerosido ha sido utilizado en la medicina tradicional china para el
tratamiento de la osteoporosis, ya que tiene un efecto osteogénico directo en la
proliferaciéon y diferenciacion de células humanas cultivadas MG-63, y en osteoblastos
de rata, razén por la que Swerosido ha sido sugerido para ser un producto natural

terapéutico en el tratamiento de la osteoporosis (Sun et al., 2013).
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3.3.2. Compuesto 2 - MH-11/12 (P).

Como resultado del aislamiento de las fracciones MH-11 y MH-12, se obtuvo el
compuesto MH-11/12 (P), el cual al someterlo a diversas pruebas, entre ellas RMN, se
observé que en estos espectros (anexos 5 y 6); tanto el *H como el **C, coincidian con

una molécula ya conocida, llamada Amplexine (Djalonenol).
Nombre: Amplexine (Djalonenol)

Formula molecular: C10H1604

Peso molecular: 200.23g/mol

Aspecto fisico: liquido viscoso marrén

Peso: 7mg

Rf (Fase directa: Hex — DCM - MeOH 45:45:10): 0.3

IH-RMN (CDCls) 8: 5.75 — 5.66 (H-8, m, 1H), 5.29 — 5.18 (H-10, m, 2H), 4.37 (H-7a ,
ddd, J = 11.2, 6.1, 3.9 Hz, 1H), 4.29 (H-7B, ddd, J = 11.2, 8.6, 3.4 Hz, 1H), 4.00 (H-3B,
dd, J = 11.1, 4.2 Hz, 1H), 3.76 (H-3a, ddd, J = 21.3, 11.0, 6.0 Hz, 2H), 3.68 — 3.63 (H-
1, m, 1H), 2.75 (H-4, ddd, J = 8.0, 5.6, 4.2 Hz, 1H), 2.45 — 2.37 (H-9, m, 1H), 2.24 —
2.16 (H-5, m, 1H), 1.96 (H-6B, dtd, J = 14.4, 6.2, 3.4 Hz, 1H), 1.81 (H-6B, dtd, J = 14.4,
8.7, 3.9 Hz, 1H).

13C-RMN (CDCls) &: 62.8 (C-1, CH,), 63.0 (C-3, CHy), 46.1 (C-4, CH), 33.6 (C-5, CH),
26.5 (C-6, CHy), 67.5 (C-7, CHy), 136.2 (C-8, CH), 49.5 (C-9, CH), 119.6 (C-10, CH>),
174.5 (C-11, C).

[o<] £3°C (MeOH): ND

IR v (cm™) film liquido: 3396, 3080, 2925, 2361, 1714, 1640, 1478, 1405, 1267, 1196,
1076, 1004, 926, 756, 667, 510, 494, 488, 484, 462, 436, 402.
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Figura 24. Estructura molecular de Amplexine (Djalonenol)
Fuente: La autora, 2016

En comparacion con los datos que presentan (Onocha, Okorie, Connolly, & Roycroft,
1995), se puede confirmar los resultados obtenidos en la practica, debido a que al
comparar los espectros de H y *C, con los de bibliografia, nos indican que estos
resultados son correctos y que la estructura de la molécula dibujada (figura 16) es la
misma que se encuentra en bibliografia. Al comparar los espectros de H y *C, del
compuesto 1y 2, se nota que existe una analogia entre el sistema de sefales de los
dos espectros, lo que conlleva a deducir que son compuestos estructuralmente

relacionados, por lo tanto, el Djalonenol es un derivado del Swerosido.

Las diferencias que se presentan en los desplazamientos se deben a que en el
Djalonenol el azlcar ya no esta presente, la molécula se abre, y presenta dos OH. Se
conoce que el Amplexine en distintas concentraciones inhibe el crecimiento in vitro de

las formas sanguineas del parasito de la malaria (Rocha e Silva et al., 2013).

3.3.3. Compuesto 3 - MH-10 (P).

Posterior al aislamiento del compuesto MH-10 (P) a partir de la fraccion MH-10, todas
las pruebas de RMN, IR y CG-MS, que se realizaron para su caracterizacion se

pueden observar en los anexos 8 - 15.
Nombre: MH-10 (P)
Formula molecular: C10H1403

Peso molecular: 182.0 g/mol

42



Aspecto fisico: liquido viscoso amarillo
Peso: 79.6mg
Rf (Fase directa: Hex — DCM - MeOH 70:20:10): 0.2

IH-RMN (CDCls) &: 3.65 (H-1a, dd, J=12.4, 6.4, 2H), 3.68 (H-1B, dd, J=12.4, 6.8, 2H),
3.97 (H-3a, dd, J=10.8, 4.4, 2H), 3.77 (H-3B, dd, J=10.8, 5.2, 2H), 2.74 (H-4, dt, J=7.6,
4.8, 1H), 2.27-2.19 (H-5, m, 1H), 1.93 (H-6a, ddt, J=14.8, 6.0, 3.2, 1H), 1.77 (H-6B, ddt,
J=14.8, 9.2, 4.0, 1H), 4.28 (H-7a, ddd, J=11.6, 9.2, 3.2, 2H), 4.36 (H-7B, ddd, J=11.6,
5.2, 4.0, 2H), 5.68 (H-8, ddd, J=17.2, 10.4, 8.8, 1H), 2.38 (H-9, dt, J=14.4, 6.4, 1H),
5.18 (H-10q, dd, J=17.2, 1.2, 2H), 5.23 (H-10B, dd, J=10.4, 1.2, 2H).

13C-RMN (CDCls) &: 62.6 (C-1, CH,), 62.9 (C-3, CHs), 46.0 (C-4, CH), 33.4 (C-5, CH),
26.4 (C-6, CHy), 67.6 (C-7, CH>), 136.1 (C-8, CH), 49.3 (C-9, CH), 119.2 (C-10, CH,),
174.6 (C-11, C).

[o<] 23°€ (MeOH c=0,321 g/100ml): -4.98

IR v (cm™) film liquido: 3397, 2926, 2361, 1714, 1478, 1405, 1267, 1217, 1076, 1003,
956, 757, 668, 503, 492, 484, 473, 441, 426, 419, 404.

EI-MS m/z (%):182 (M, 1), 171 (11), 163 (2), 152 (20), 137 (36), 127 (74), 122 (18),
118 (5), 112 (21), 107 (27), 100 (59), 91 (45), 87 (3), 83 (28), 79 (100), 72 (16), 67 (52),
54 (75), 45(7).

Figura 25. Estructura molecular de MH-10 (P)
Fuente: La autora, 2016
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Los resultados que presenta los espectros de RMN, se parecian mucho a los del
Swerosido, no obstante, el compuesto aislado, no se ha encontrado en bibliografia
considerandoselo como un compuesto nuevo, sin embargo, se sostiene que su
estructura se deriva del compuesto anterior MH-19 (P) (Swerosido), lo cual se

fundamenta comparando los espectros de ambos compuestos.

El espectro de 'H del MH-10 (P) en comparacioén con el del Swerosido, permite que lo
que primero que notemos es que todas las sefiales correspondientes al azucar que
van desde 3.1 — 4.6 ppm, en el MH-10 (P) desaparecen, por lo que entendemos que la
estructura molecular de este compuesto ya no posee un azucar, debido a esto, las
sefales del H-1, en el MH-10 (P) aparece en campos diferentes, es decir, en el
Swerosido estaba a 5.5 ppm, mientras que en el MH-10 (P) cambié a 3.7. Mediante la
comparacion de los espectros de *C y DEPT, observamos que el CH del C-1 a 96.5
ppm del Swerosido desaparece y en MH-10 (P) aparece un CH, correspondiente a el
C-1 a 62.6 ppm. Mediante el COSY, se observa que las correlaciones de los
hidrégenos cambian, es decir, en el Swerosido existe una correlacion entre los H-1 y
del H-1 a 5.45 ppm con el H-10 a 5.2 ppm, a diferencia de que en el MH-10 (P)
ademas de la correlacion entre H-1, el H-1 a 3.7 ppm correlaciona con H-9 a 2.2 ppm.
Finalmente debido a la ausencia del azlcar el espectro HMBC nos indica que el H-1 a
3.7 ppm se acopla con los C-8 a 136 ppm, C-9 a 49.3 ppm y C-5 a 33.4 ppm.

En el Swerosido la sefial observada en el espectro de 'H, del H-3 se encuentra a 7.5
ppm, mientras que, en el MH-10 (P) desaparece y aparece una nueva sefial en
campos mas bajos entre 3.8 — 4.0 ppm; en el espectro *C en el Swerosido
desaparece el carbono cuaternario del C-4, y el CH del C-3, y en su lugar aparece un
CH (C-4) a 46 ppm y un CH; (C-3) a 62.9 ppm. En el espectro COSY observamos las
correlaciones de los nuevos acoplamientos: en el Swerosido existia una correlacion
entre los H-3 a 7.5 ppm, y entre el H-3 a 7.5 ppm con el H-5 a 3.10 ppm, sin embargo,
por la desaparicién del doble enlace, en el MH-10 (P) aparecen dos hidrégenos con
otras correlaciones, es decir, entre los H-3 ay B a 3.97 y 3.77 ppm respectivamente, y

entre el H-4 a 2.7 ppm con los H-3 a 'y B y también con el H-5 a 2.2 ppm.

El espectro de *C nos muestra los desplazamientos que se dan de los C-3 y 4, donde,
el C-3 de 152 ppm en el Swerosido cambia a 62.9 ppm en el MH-10 (P) y el C-4 de
104.5 ppm a 46.0 ppm; con HSQC se observa los acoplamientos de estos con sus
respectivos hidrégenos. Finalmente con el espectro HMBC se observa los
acoplamientos que estos carbonos poseen: el C-3 a 62.9 ppm se acopla con los H-3 a

y B a 3.97 y 3.77 ppm respectivamente, con el H-4 a 2.7 ppm y con el H-5 a 2.2 ppm,
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mientras que, el C-4 se acopla con el H-5 a 2.2 ppm, con el H-9 a 2.3 ppm y con los H-

3aypa3.97y3.77 ppm respectivamente.

Estos datos espectrales nos confirman la desaparicion del doble enlace que existia en
el Swerosido entre el C-3 y el C-4. Ademas de estos espectros se observé el NOESY
(anexo 13), en donde notamos que existe un efecto NOE entre el H-5 y el H-4, lo que
nos hace suponer que la molécula tenga una configuracion cis, sin embargo, aun se
tiene algunas dudas sobre ella, por lo que se espera que mediante calculos

computacionales, se pueda designar si la isomeria final de esta es trans o cis.

3.3.4. Compuesto 4 — MH-3 (P).

De la fraccion MH-3, se consiguié aislar el compuesto MH-3 (P), este no se lo encontré
en bibliografia, sin embargo, su estructura se deriva del MH-11/12 (P) (Djalonelol o
Amplexine). Todos los datos fisicos y espectrales del RMN (anexos 16 - 20), IR (anexo

21) y CG-MS (anexo 22) se detallan a continuacion:
Nombre: MH-3 (P)

Formula molecular: C12H180s

Peso molecular: 242.0 g/mol

Aspecto fisico: liquido viscoso transparente

Peso: 7.6mg

Rf (Fase directa: Hex — DCM - MeOH 70:20:10): 0.2

IH-RMN (CDCls) &: 4.14 (H-1a, d, J= 1.2, 1H), 4.16 (H-1B, d, J= 0.8, 1H), 4.01 (H-3a,
d, J= 10.8, 1H), 3.80-3.70 (H-3B, m, 1H), 2.53 (H-4, dt, J= 14.4, 6.0, 1H), 2.14 (H-5,
ddt, J= 8.8, 6.0, 6.0, 1H), 1.98 (H-6a, ddt, J= 14.4, 6.4, 3.6, 1H), 1.77 (H-6p, ddt, J=
14.4, 8.0, 4.0, 1H), 4.34 (H-7a, ddd, J= 17.2, 11.2, 4.0, 2H), 4.31 (H-7B, ddd, J= 19.6,
11.2, 3.2, 2H), 5.71 (H-8, ddd, J= 17.2, 10.4, 8.4, 1H), 2.67 (H-9, ddd, J= 8.4, 5.6, 3.6,
1H), 5.23 (H-10aq, dd, J= 10.4, 1.2, 2H), 5.17 (H-10B, dd, J= 17.2, 1.2, 2H), 2.05 (H-13,
s, 1H), 2.62 (OH, bs).

13C-RMN (CDCls) 8: 64.0 (C-1, CHy), 62.5 (C-3, CH,), 45.6 (C-4, CH,), 34.2 (C-5, CH),
25.8 (C-6, CH,), 67.2 (C-7, CH,), 135.8 (C-8, CH), 46.1 (C-9, CH), 118.8 (C-10, CH,),
174.0 (C-11, C), 20.9 (C-13, CHs), 170.8 (C-14, C).
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[o<] £3°C (MeOH): ND
IR v (cm™) film liquido: 3444, 2924, 2361, 1733, 1403, 1367, 1239, 1075, 930, 536.

EI-MS m/z (%): 242 (M, 12), 224 (3), 211 (19), 200 (7), 197 (8), 194 (4), 184 (4), 182
(6), 178 (2), 172 (2), 170 (86), 167 (20), 164 (100).

Figura 26. Estructura molecular de MH-3 (P)
Fuente: La autora, 2016

De acuerdo a los estudios realizados, observando los espectros de RMN notamos que
el compuesto MH-3 (P) es muy parecido al Djalonenol, sin embargo, se presentaban

ciertas diferencias que difieren en ciertas partes de su estructura molecular.

Al comparar el espectro de 'H de ambos compuestos, los H-8, H-10, H-7, H-5, H-6 H-
1, H-3, H-4 y H-9, no se mueven a diferentes campos, por lo que la estructura de la
molécula es la misma, sin embargo, se puede observar que en el espectro de 'H del
MH-3 (P), existe la aparicion de una nueva sefial en campos bajos; a 2.05 ppm, se
observa un singulete, el cual es indicador de que esta molécula contiene un grupo

acetilo.

Esta hipétesis se confirma observando los demas espectros *C, COSY y HSQC; ya
que observando el espectro de 3C se nota la presencia de dos carbonos mas, que
corresponden a las sefiales de los C-14 y el C-13, encontrados a 170 y 20 ppm
respectivamente; la posicion a 170 ppm del C-14, nos indica que es el atomo de un

carbono carboxilico de éster.
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Finalmente el espectro HMBC, me confirma que el grupo acetilo se encuentra cerca
del C-1 y no del C-3, ya que observando las sefales del C-14 que se encuentra a 170
ppm, notamos que se acopla con el H-1 a los 4.1 ppm, ademas también se observa el
acoplamiento con el H-13 a los 2.05 ppm, no obstante, para confirmar la
estereoquimica de los centros de los C-4 y C-5, se deben continuar realizando

estudios.

3.4. Calculos computacionales

Para la correccion de los datos calculados computacionalmente del RMN del
compuesto MH-10 (P), se utilizaron los factores presentados en la tabla 8 los cuales

dependen tanto de la base como con el disolvente.

Tabla 8. Escala de factores para correccion de datos RMN

Disolvente: Cloroformo

Geometria RMN
(opt & frec) (método)

1H 13C

B3LYP/6-31+G(d,p) | B3LYP/aug-cc-pvVDZ | slope: -1.0562 slope: -0.9974
(gas phase) (giao, scrf) intercept: 31.7009 | intercept: 190.9642

Fuente: La autora, 2016

Esta escala de factores nos permitié reemplazar en la férmula (figura 21) los valores
del chemical shift tanto del **C como del H dados por el programa Gaussian, los
cuales al no ser comparables con los experimentales fueron corregidos. De este modo
se obtuvieron los valores rectificados para comprobar si se trata de una estructura cis

0 una trans (tabla 9).
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Tabla 9. Comparacién de datos RMN, experimentales y computacionales corregidos.

Disolvente: CDCls
EXPERIMENTAL TRANS CIS
POsI | 136 g 1.8 J 15C. 6 .8, J 15C. 6 1H, 5, J
cion
la 3.65 (12.4, 6.4) 3.74 (12.4, 1.6) 3.47 (12.6, 10.9)
62.6 72.6 67.8
1b 3.68 (12.4, 6.8) 3.61 (12.4, 2.8) 3.56 (12.6, 5.3)
3a 3.97 (10.8, 4.4) 4.29 (12.7, 5.5) 3.79 (12.5, 6.5)
62.9 68.1 66.2
3b 3.77 (10.8, 5.2) 3.27 (12.7, 10.2) 3.51 (12,5, 10.8)
2.38 (12.5, 5.5 2.82 (6.2,
: : 6, 4. 44.9 » 22 :
4 | 46.0 |2.74 (7.6, 4.8) T 411 | 108 6.5
2.23(14.8, 6.0 1.92 (12.5, 5.0 2.18 (6.2, 6.0
. 1 1 43.7 1 H . L L
5 | 334 |5 12.2,3.2) 422 1129 37)
6a 1.93 (14.8, 6.0, 1.73 (15.0, 12.2, 2.05 (14.8, 5.5,
3.2) 6.4, 13.2) 12.2,12.9)
26.4 305 21.6
&b 1.77 (13.6, 9.2, 1.50 (15.0, 3.2, 159 (14.8, 2.1,
4.0) 1.0,4.1) 35, 3.7)
2a 4.28 (11.6, 9.2, 422 (12.7,13.2, 4.09 (12.6 12.2
3.2) 4.1) 3.5)
67.6 69.4 69.1
2 4.36 (11.6, 5.2, 4.40 (12.7, 6.4, 4.39 (12.6, 5.5,
4.0) 1.0) 2.1)
5.68 (17.2, 10.4, 6.35 (10.2, 11.5, 5.86 (10.2, 11.3
8 | 1361 | g 1384 | 73 139.2 | 7o)
2.15 (10.2, 5.0, 2.42 (6.0, 10.2,
9 | 493 |238(14.4, 6.4) w04 |T638 487 | 1005 3)
10a 5.18 (17.2, 1.2) 5.17 (17.3, 1.6) 5.25 (11.3, 1.5)
119.2 114.7 116.0
10b 5.23 (10.4, 1.2) 5.28 (11.5, 1.6) 5.29 (16.9, 1.5)
11 | 1746 | 1724 | 172.3 |

Fuente: La autora, 2016

De acuerdo a los valores obtenidos se calcularon dos posibles isémeros
configuracionales cis o trans de la molécula, en las cuales se observa que la variacion
para que se de cualquiera de estas estructuras, se presenta en el C-4 y C-5 (figura
27). En los resultados de estos carbones, al comparar los valores interpretamos de la

siguiente manera:
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Tanto el C-4 como el C-5 en sus valores del chemical shift del 3C y del !H, tienen una
variacion mas pequefia en la conformacion cis que en la trans, por lo que se sospecha
gue la estructura de la molécula podria ser cis. Sin embargo, a pesar de todos los
datos reunidos no se ha confirmado completamente cual de las dos estructuras es la

final para el compuesto, por lo que se contintan realizando estudios.

ISOMERIA CIS ISOMERIA TRANS
< a
& )

A)

J

ISOMERIA CIS

Figura 27. Estructura molecular de MH-10 (P) con ambas isomerias visto de dos formas
diferentes
Fuente: La autora, 2016
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3.5. Ensayos de inhibicion de monoamino oxidasa (IMAO)

Este ensayo se lo realiz6 a los compuestos MH-10(P), MH-3(P) Y MH-19(P), en donde

se obtuvieron los siguientes resultados:

Tabla 10. Resultados del ensayo de inhibicién de MAO

Endpoint 316- Eorma %inh %inh
357, 0-180min, Promedio ; Al | A2 | B1 | B2 ? MAO-
estandar MAO-A
50ug/ml B
2_':"50 vs MAQ- 100% 1%
8“4?8)"3 MAO-B | 550y 1% 44% 56%
Xf:(m Vs MAO- 1 9744 3% 49% -10%
MH-3(P) vs MAO-B | 49% 1% 49% 13%
X'f;o(P) Vs MAO- | 95y 1% 42% 6%
'g"H'lo(P) vs MAO- | 5404 7% 54% 3%
X'félg(P) vs MAO- 1 1 5006 2% 49% -9%
'g"H'lg(P) vs MAO- 1 5144 0% 51% 7%

Fuente: La autora, 2016

Los resultados obtenidos del ensayo de inhibicion de MAO dieron negativo, es decir,
qgue ninguna de las tres moléculas inhibe estas enzimas de manera significativa, por lo

tanto no son inhibidores importantes.
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CONCLUSIONES

Del fraccionamiento en cromatografia en columna del extracto de acetato
de etilo, se identific6 mediante RMN, 4 compuestos de naturaleza iridoide,
dos de ellos conocidos como Swerosido y Djalonenol, mientras que los
otros dos al no ser encontrados en bibliografia se los considera como
compuestos nuevos, a los que se identific6 como MH-10(P) y MH-3 (P) que

son derivados de los dos ya conocidos.

A través de los calculos computacionales, se realiz6 diversos célculos para
determinar la estructura estereoquimica del compuesto MH-10(P), sin
embargo, a pesar de que estos demuestren que lo mas probable es que
sea configuracién cis, aln no se descarta la configuracion trans, por lo que

se continuara realizando pruebas para esta confirmacion.
Los ensayos de MAO realizados en MH-10(P), MH-3(P) Y MH-19(P), dieron

resultados negativos dandonos a conocer que ninguna de estas tres

moléculas inhibe dichas enzimas.
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RECOMENDACIONES

Continuar con el estudio de Macrocarpae lenae, realizando el asilamiento e
identificacion del extracto de hexano, ya que de este no se ha realizado ningun
estudio.

Confirmar la estructura molecular de los compuestos nuevos mediante calculos

computacionales.
Asegurar la pureza de los disolventes, previo a su uso, para que de esta

manera no afecte cuando se verifique la estructura de los compuestos en los

espectros de RMN.
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Anexo 1. Espectro de *H en CDsOD del compuesto 1 (Sweroside)
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Anexo 2. Espectro de *C en CDsOD del compuesto 1 (Sweroside)
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Anexo 3. Espectro COSY en CDsOD del compuesto 1 (Sweroside)
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Anexo 4. IR del compuesto 1 (Sweroside)
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Anexo 5. Espectro de *H en CDCI; del compuesto 2 (Djalonenol)
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Anexo 6. Espectro de *C en CDCl; del compuesto 2 (Djalonenol)
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Anexo 7. IR del compuesto 2 (Djalonenol)

1125

100 |
20 |
20
7o
a6l |

T
50

20 | 1459,42

1478,21
20

113,99

1267,21
-0,2

£}

4000,0 3600 3200 2200 2400 2000 1200 1a00 1400 1200 1000
cm-1

63



Anexo 8. Espectro de *H en CDCI; del compuesto 3 (MH-10(P))
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Anexo 9. Espectro de *C en CDCIl; del compuesto 3 (MH-10 (P))
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Anexo 10. Espectro de COSY en CDCI; del compuesto 3 (MH-10 (P))

LN

o I R
ﬁ L

< S e
Q o o ;

P A @ :—4.0
LYy & |

4.5

~5.0

5.5

- 6.0

ppm 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0

66



Anexo 11. Espectro de HSQC en CDCls del compuesto 3 (MH-10 (P))
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Anexo 12. Espectro de HMBC en CDCI; del compuesto 3 (MH-10 (P))
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Anexo 13.
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Anexo 14. IR del compuesto 3 (MH-10 (P))
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Anexo 15. Cromatografia de gases acoplada a un espectrémetro de masas del compuesto 3 (MH-10 (P))
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Anexo 16. Espectro de *H en CDCl; del compuesto 4 (MH-3(P))
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Anexo 17. Espectro de *C en CDCIl; del compuesto 4 (MH-3 (P))
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Anexo 18. Espectro de COSY en CDCI; del compuesto 4 (MH-3 (P))

74



Anexo 19. Espectro de HSQC en CDCl; del compuesto 4 (MH-3 (P))

P Y AR

. L7687 | 50
30
I 40
— ——
50
E
E; - 60
: - = —
% 70
-
3 I 80
90
3
E 3
‘i 100
3 110
| —— 120
E 3
130
3
— 3 —
I e R R e P LS S S B B . -
ppm 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0

/5



Anexo 20. Espectro de HMBC en CDCI; del compuesto 4 (MH-3 (P))
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Anexo 21. IR del compuesto 4 (MH-3 (P))
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Anexo 22. Cromatografia de gases acoplada a un espectrémetro de masas del compuesto 4 (MH-3 (P))
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