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"La suerte es lo que sucede cuando la preparacion
y el esfuerzo constante se encuentran con la
oportunidad. No es un simple golpe de azar ni un
regalo del destino; es el resultado natural de

haber trabajado, aprendido y perseverado, de
manera que, cuandarfalmente surge la ocasion,

uno estd listo para aprovecharla. Aquellos que
dependen Unicamente de la suerte, sin haberse
preparado, suelen dejar pasar esas oportunidades

sin notarlas o sin poder aprovecharlas."

Séneca (4 a.@.65d.C.)
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Resumen y Abstract XI

Resumen

Algunos Constituyentes Quimicos y Actividad Biolégica de Phlegmariurus hippurideus

(Lycopodiaceae)

Phlegmariurus hippurideus (Lycopodiaceae) es una especie silvestre de los bosques
altoandinos, distribuida en Colombia y otros paises de Latinoamérica, cuya composicién
fitoquimica y potencial farmacoldgico permanecen inexplorados. Estudios previos en otras
especies de Lycopodiage han reportado extractos con propiedades antiinflamatorias,
neuroprotectoras y aplicaciones en el tratamiento de reumatismo y lesiones traumaticas.
Ademas, se han identificado metabolitos bioactivos, como triterpenos del tipo sateno, ?

con actividad citotéxica y quimiopreventiva prometedora contra el cancer y alcaloides con
efectos antioxidantes, antidepresivos e inhibidores de la acetilcolinesterasa, relevantes para

el abordaje de enfermedades neurodegenerativas.

Este estudio tuvo como objetivo contribuir al conocimiento cientifico de la familia
Lycopodiaceae mediante el estudio fitoquimico y de bioactividad de la planta silvestRe
hippurideus Para ello, se emple6 un enfoque bioguiado utilizando el ensayo de letalidad frente
a Artemia salinapara dirigir el aislamiento de compuestos bioactivos. El extracto etandlico se
fraccion6 mediante cromatografia en columna, y los compuestos purificados se caracterizaron
mediante técnicas espectroscépicas de RMN (1D y 2D)a koxicidad de los extractos y

fracciones se cuantificé determinando la concentracion letal media (6l

Como resultado, se aislaron nueve triterpenos, siete de ellos previamente descritos:03
acetiltohogenol (Phl), acetato de 3serratenediol (Ph2Q h-onqcerina (Ph3), serratenediol
(Ph4), 21-episerratenediol 3-acetato (Ph5), licoflegmarina (Ph6) y tohogenol (Ph7), junto
con dos nuevos serratanos denominados hippuridano AP(8) e hippuridano B (Ph9). La

fraccidn mas toxica (AV), de la cual se derivaron estos compuestos, exhibié unasgde 7.83



pug/mL, sugiriendo que los triterpenos aislados podrian ser responsables de la actividad

biolégica observada.

Esta investigacion constituye el primer reporte sobre la composicion quimica dé.
hippurideus incluyendo la identificacion de dos triterpenos inéditos. Los resultados
evidencian una marcada toxicidad en los extractos y fracciones, asi como un potencial
citotoxico asociado a sus metabolitos. El estudio aporta al conocimiento de la familia
Lycopodiaceae en Colombia, destacando la relevancia de la biodiversidad nacional mediante
el primer analisis de bioactividad enP. hippurideus la purificaciéon de algunosde sus
triterpenos y su elucidacién estructural. Estos compuestos representan candidatos
promisorios para futuras investigaciones orientadas a evaluar su aplicabilidad en la salud

humana.

Palabras clave: Lycopodiaceae, Phlegmariurus hippurideus triterpenos, serratano,

aislamiento bioguiado, RMN, toxicidadArtemia salina



Abstract

Some Chemical Constituents and Biological Activity of Phlegmariurus hippurideus

(Lycopodiaceae)

Phlegmariurus hippurideugLycopodiaceae) is a wild species native to higAhndean forests,
distributed in Colombia and other Latin American countries, whose phytochemical
composition and pharmacological potential remain unexplored. Previous studies on other
Lycopodiaceae species dve reported extracts with antrinflammatory and neuroprotective
properties, as well as applications in the treatment of rheumatism and traumatic injuries.
Additionally, bioactive metabolites have been identified, including serraten¢ype
triterpenoids 2 which exhibit promising cytotoxic and chemopreventive activity against
cancerr and alkaloids with antioxidant, antidepressant, and acetylcholinesterase inhibitory

effects, relevant for addressing neurodegenerative diseases.

This study aimed to contribute to the scientific knowledge of the Lycopodiaceae family
through phytochemical and bioactivity analyses of the wild planP. hippurideus A bioguided
approach was employed using theArtemia salina lethality assay to direct the isolation of
bioactive compounds. The ethanolic extract was fractionated by column chromatography, and
the purified compounds were characterized using NMR spectroscopy (1D and 2D). The toxicity
of the extracts and fractions vas quantified by determining the median lethal concentration
(LGCs0).

As a result, nine triterpenoids were isolated, seven of which were previously known:-G
acetyltohogenol Ph1), 3-serratenediol acetate Ph2q honqcerin (Ph3), serratenediol (Ph4),
21-episerratenediol 3-acetate Ph5), lycoflegmarinine (Ph6), and tohogenol Ph7), along with

two new serratane-type triterpenoids named hippuridane A Ph8) and hippuridane B Ph9).



The most toxic fraction (CIV), from which these compounds were derived, exhibited an &
of 7.83 pg/mL, suggesting that the isolated triterpenoids may be responsible for the observed
biological activity.

This research represents the first report on the chemical composition dP. hippurideus
including the identification of two novel triterpenoids. The results demonstrate significant
toxicity in the extracts and fractions, as well as potential cytotoxic activity associated with
their metabolites. The study contributes to the understanding othe Lycopodiaceae family in
Colombia, highlighting the importance of national biodiversity through the first bioactivity
analysis ofP. hippurideus the purification of some of its triterpenoids, and their structural
elucidation. These compounds represent promising candidates for further research aimed at

evaluating their potential applications in human health.

Keywords: Lycopodiaceae,Phlegmariurus hippurideus triterpenoids, serratane, bioguided
isolation, NMR, toxicity Artemia salina
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Introduccion

Las plantas de la familia Lycopodiaceae, en particular las del géndehilegmariurus han
despertado creciente interés en la comunidad cientifica debido a sus constituyentes quimicos
y sus propiedades bioactivas. Estudios previos se han enfocado principalmente en especies
asiaticas, comoPhlegmariurus phlegmaria reconocida por sus triterpenoides con actividad
citotoxica y alcaloides tipo licopodina, que exhiben efectos inhibidores de la acetilcolinesterasa
(AChE) y potencial neuroprotector (Yang et al., 2@&). Sin embargo, otras especies del mismo
género han sido menos exploradas, cones el caso dé€hlegmariurus hippurideusuna planta
presente en la biodiversidad de Colombia cuyo perfil fitoquimico y posibles aplicaciones

farmacoldgicas permanecian desconocidos hasta este estudio.

Investigacionesprevias han demostrado que las Lycopodiaceae producen una diversidad de
metabolitos secundarios, como triterpenos y alcaloides, con actividades biolégicas destacadas,
incluyendo efectos citotoxicos, antioxidantes e inhibidores enzimaticos (Ngernnak et al.,
2021). Dentro de esta familia, el génerdhlegmariurusdestaca por su riqueza quimica, con
mas de 80 compuestos caracterizados, muchos de ellos con potencial terapéutico (Yang et al.,
2016). No obstante, la mayoria de estos estudios se cemtran en especies asiaticas, dejando

un vacio enlas especies neotropicales, especialmente las colombianas, debido a la escasez de

investigaciones fitoquimicas en la regién.

Colombia, reconocido como uno de los paises més biodiversos del mundo, alberga una amplia
variedad de ecosistemas, desde bosques hiumedos tropicales hasta paramos, gue sirven como
refugio de numerosas especies endémicas dhlegmariurus Paraddjicamente, esta riqueza
botanica ha sido poco explorada desde el punto de vista fitoquimico, lo que evidencia la

necesidad de estudiar y valorar el potencial quimico y bioactivo de estas especies.

En Colombia, los estudios sobre Lycopodiaceae son escasos. El primer reporte data de 1974,
cuando Ayer & Dikko identificaron algunos alcaloides erycopodium clavatumsubsp.
contiguum y Diphasiastrum thyoidegactual reclasificacion taxonémica). Posteriormente, el

Grupo de Investigacién de Productos Naturales Vegetales Bioactivos y Quimica Ecoldgica
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(PNVBQE) inicio, hace 15 afos (2010), el andlisis quimico de esta familia mediante
cromatografia liquida de alta eficiencia acoplada a espectrometria de masas (HFESIMS),
detectando alcaloides como licodina, licopodina y licoclavina ehycopodium clavatum
Ademds, se colectaron pequefias muestras de doce especies, entre dlgshasiastrum
thyoides Phlegmariurus reflexusy Huperzia dichaeoides identificadas por el bidlogo y
pteridologo José CMurillo Aldana. Sin embargo, la mayoria de estas especiescgamtaban con
estudios previos o estaban disponibles en cantidades insuficientes para investigaciones

exhaustivas.

Ante este panorama, se priorizé la bisqueda de especies poco comupnesndémicassin
estudios previos, que pudieran ser colectadas en cantidades adecuadas. Esto llevo al hallazgo
de Phlegmariurus cruentusuna especiale Colombia y Venezuela, cuyos extractos mostraron
actividad citotéxica en el ensayo de letalidad cofirtemia salina En una tesis previa del grupo
PNVBQE, se aislaron diez triterpenos tipo serrateno a partir de esta especie, algunos con
efectos promisorios contra lineas celulares de canceeuroblastoma cerebral (U87-MG) y de

mama (MCF7), induciendo apoptosis en estudios de citometria de flujo (Aponte, 2022).

En este contexto, el presente trabajo tiene como objetiamntribuir al conocimiento cientifico

de la familia Lycopodiaceae mediante el estudio fitoquimico y de bioactividad de la planta
Phlegmariurus hippurideus una especie latinoamericanainexplorada. La investigacion
permiti6 la caracterizacion inicial de sus constituyentes quimicos, identificando nueve
triterpenos, dos de ellos reportados por primera vez en este estudio. Ademas, se evalud la
toxicidad de extractos y fracciones mediante el bensayo deletalidad en Artemia saling
empleando un enfoque bioguiado para la purificacion de compuestos mediante técnicas

cromatogréficas y su elucidacion estructural por RMN 1D y 2D.

Este estudio representa el primer registro fitoquimico deP. hippurideus aportando
informacion valiosa para ampliar el conocimiento de ladicopodiaceas y resaltando la
importancia de explorar la biodiversidad colombiana. Los resultados sugieren la presencia de
metabolitos con posible actividad toxica, lo que refuerza la necesidad de profundizar en
investigaciones farmacoldgicas futuras (Zhang et al., 201 Sankaranarayanan & Kalaivani,
2021).
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El contenido de este documento se organiza en seis capitulos principales:

1 Revision bibliografica: Clasificacion taxondémica, constituyentes quimicos vy
propiedades biol6gicas de Lycopodiaceae.

Objetivos del estudio.

Estudio fitoquimico dePhlegmariurus hippurideus

Evaluacion biolégica preliminar.

Conclusiones y recomendaciones.

= = =4 =4 =

Anexos.

Es importante destacar que este estudio preliminar no solo aporta informaciéon especifica
sobre P. hippurideus sino que también refuerza la necesidad de continuar explorando el
potencial que posee la diversidad vegetal colombiana, especialmente aquellas especies
pertenecientes a la familia Lycopodiaceae. Los hallazgos obtenidos subrayan la importancia de
intensificar la investigacion fitoquimica y farmacoldgica de nuestra flora nativa, cuyo potencial

guarda compuestos guimicos promisorios por descubrir.
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La familia Lycopodiaceae representa uno de los linajes mas antiguos de plantas vasculares. Con
aproximadamente 500 especiessu distribucion geografica abarca desde regiones templadas
hasta tropicales en ambos hemisferios, lo que refleja una notable diversidad morfol6gica y

ecolégica(Ramos & Sylvestre, 2010).

Taxondmicamente,esta familia sedivide en tres subfamilias principales: Lycopodioideae
Lycopodielloideaey Huperzioideae cada una con caracteristicas morfologicas y ecoldgicas
distintivas que evidencian su extensa historia evolutivg@ligaard, 2012; 2020). Ainque los
sistemas de clasificacioman variado, se estima que la familiancluye alrededor de 16 géneros,
distribuidos desde Asia hasta Suraméricg en altitudes que van desde los 500 hasta los 4500

metros sobre el nivel del mar (Arana, 2016).

En particular, la familia Lycopodiaceaeha despertado el interés significativo en laomunidad
cientifica, especialmente en Asialebido a la diversidad de compuestos quimicasnuchos de
los cuales muestran urpotencial biolégicodestacado Los dversos estudios fitoquimicoshan
reportado la presencia de triterpenoides y alcaloides con propiedades farmacolégicas
prometedoras, como la inhibicion de laAChE actividad citotoxica, antiinflamatoria y
antioxidante (Qin-Feng & QinShi, 2019; Boonyaldtayan, et al., 2019; Chen, et al., 2020; Liu,
et al., 2023).

Este creciente interés por descubrir nuevos compuestos bioactivos ha impulsado la
investigacion en especies sudamericanakl uso de técnicas analiticas avanzadasombinado
con el desarrollo de bioensayosha permitido profundizar en el conocimiento desu actividad
biol6gica y composicion quimica, generando informaciowmaliosa para futuras investigaciones
(Konrath et al., 2013; Armijos et al., 2016).
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En este contexto las licopodiaceas presentes en los bosques altoandinos colombianos
representan un campo de investigacion botanicaguimicay biolodgica aun poco explorado en
el pais. El interés creciente en la busqueda de compuestos bioactivode origen natural ha
motivado adiversos grupos de investigaciénincluido nuestro equipo, a explorar el potencial

guimico, farmacolégicoy biotecnoldgicode estas especies.

El presente estudio se enfoca en la especkRhlegmariurus hippurideus presente en la
diversidad floristica de los Andes colombiangsobre el cual no se han documentado estudios
fitoquimicos previos. La investigacion se desarrolléen dos etapas principalesprimero, el
aislamiento y caracterizacionquimica de algunos fitoconstituyentesy segundqg la evaluacion
bioldégicade extractos y fracciones de esta plaa frente a nauplios deA. salingcon el objetivo

de determinar su actividad biolégica promisoria.

Este trabajo busca contribuir al conocimiento existente sobre la quimica y bioactividad de los
triterpenoides en la familia Lycopodiaceagespecificamente en el génerBhlegmariurus Para
ello, inicialmente se presenta una revision bibliografica detallada que aborda aspectos
filogenéticos, botanicos y etnobotanicos de la familizasi como losaspectos quimicos vy
bioldgicos delos compuestosreportados en la literatura cientifica Esta revision establecéas

basesfundamentalespara los capitulos posteriores de eseé documenta

La exploracién quimica y biolégicade las licopodiaceas no solo es relevante desde una
perspectiva cientifica fundamental, sino que también abre nuevas posibilidades para el
desarrollo de productos naturales con aplicaciones en la industria farmacéutica y
biotecnoldgica. Los resultados obtenidos podrian sentdais bases para futuras investigaciones

enfocadas en el aislamiento y caracterizacion @@mpuestos naturales comotencial biologico.

1.1 Aspectos Filogenéticos, Botanicos y Etnobotanicos de la Familia
Lycopodiaceae

La familia Lycopodiaceae nos transporta a un pasado remoto, donde estas plantas vasculares
sin semillas desempefiaron un papel fundamental en la formacion de los primeros bosques
terrestres. Desde una perspectiva filogenética, los licopodios son consideraddosiles
vivientes, ya queconservan caracteristicas ancestrales que los vinculan estrechamente con las

primeras plantas terrestres. Porello, su estudio nosolo nos permite reconstruir su historia
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evolutiva, sino tambiéncomprender mejor los procesos que dieron origen a la diversidad
vegetalactual (Wikstrom & Kenrick, 2001; Testo, 2018)

Botanicamente los licopodios se caracterizan por su habito rastrero, erecto o epifito, sus
pequefias hojas simplesdenominadasmicrofilos) y sus esporangios agrupados en estructuras
especializadas llamadas estrobilos. Estas plantas poseen un sistema vascular primitivo y un
ciclo de vida que alterna entre una generacion esporofitica y una gametofitiffaield, et al.,
2016; Benucci, et al., 2022)Su morfologia y anatomia varia segun la especie, lo que ha sido
objeto de numerosos estudios, revelando adaptamies Unicas que les permiten colonizar una

amplia variedad de habitats.

La relacion entre los licopodios y los seres humanos es tan antigua como la propia humanidad.
Desde tiempos inmemoriales, diversas culturas han utilizado estas plantas con fines
medicinales, rituales y ornamentales. Por lejemplo, se han empleado para tratar afecciones
gue vandesde enfermedades de la piel hasta problemas respiratorig&onrath, et al., 2012;
Wang, et al., 2022)

Estas plantas albergan una compleja red de compuestos bioactivos que han despertado un
creciente interés cientifio. En este sentido, el presente trabajdusca aislar, purificar y
caracterizar algunos delos compuestos quimicos presentes emn licopodio colombiano,
especificamente erPhlegmariurushippurideus con el fin de explorar sus posibles aplicaciones

biolégicas a partir de fuentes naturales.

1.1.1 Generalidades de la Familia Lycopodiaceae

Etimolégicamente, el nombre Lycopodiaceaderiva del géneroLycopodium uno de sus mas
representativos en tiempos pasadosEl término 'Lycopodiunt tiene sus raices en el griego
"lyko-" (lykos), que significa "lobo’ y "-podium" (podi), que significa "pie" Literalmente, se
traduce como "pie de lobo". Esta denominacion hace referencia la gariencia de ciertas
especies, cuyasamaslargas y flexibles junto con la disposicion de sus espordfilos (estructuras
responsables de la produccién y dispersion de esporagueden recordar a las patas de un
lobo. Este nombre,refleja una antigua observacion desu morfologia, cuya curiosa semejanza
con elementos de la fauna inspird su nomenclatura botanica (Troia & Greuter, 2015; @ligaard
& Windisch, 2016).
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La familia Lycopodiaceae representa uno de los linajes mas antiguos de plantas vasculares
(Tracheophyta), comUnmente conocidas como licopodios oclub mosses en inglés.
Casificadas dentro del filo Lycopodiophytagstas plantasconstituyen menos del 1% de la flora
mundial, habiendo sidadesplazadas en gran medidpor grupos mas modernos como helechos,
coniferas y angiospermas. A pesar de su baja representacion actual, los licopodios siguen
siendo un grupo de gran importancia evolutiva y ecolégica dentro tieeino vegetal (Kenrick

& Davis, 2004).

El filo Lycopodiophyta, también conocido como licéfitas, se divide en tres 6rdenes principales
(Figura 1.1): Isoetales (familia Isoetaceae con aproximadamente 150 especigs
Selaginellales, (familia Selaginellaceagecon cerca de 700 especi@s/ Lycopodiales, (familia
Lycopodiaceae, con una estimacion de entre 450 a 500 especies distribuidas globalmgnte
(Ruggiero et al., 2015).
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Figura 1.1: Clasificacion filogenética de las plantas vasculares (Tracheophyta), destacando los
principales grupos y subgrupos taxonémicos. Tomado y adaptado de Simpson (2019).

La familia Lycopodiaceae incluye algunas de las especies mas antiguas del reino vegetal, con
un origen que se remonta a unos 400 millones de afiodurante los periodos Devonico y
Carbonifero. Emaquel entonces, los licopodios eran arbéreos y formaban parte de los primeros
bosques terrestres. Estas plantagesarrollaron relaciones simbidticas con hongos y bacterias,

lo que facilitd su colonizaciébn de ambientes terrestresal permitirles accedeg a nutrientes

esenciales como fosforo y nitrégeno. Estas interaccionefueron cruciales para su
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supervivencia y adaptacién, contribuyendo a su longevidad y éxito evolutivdVikstrom &
Kenrick, 2001; Benucci et al., 2020).

En cuanto a las caracteristicas morfologicasa familia Lycopodiaceaepuede agrupase en
cuatro estructuras principales: rizomas, tallg, hojas(microfilos) y esporangios (Figura 1.2).

Estas caracteristicas son esenciales para la identificacion y clasificacion de las especies.

1 Rizomas: Estructuras horizontales que pueden encontrarse bajo tierr@ en lasuperficie.
Facilitan el crecimiento lateral, elanclaje yla absorcién de nutrientes. Swcapacidadpara
ramificarse les otorga una ventaja adaptativapermitiéndoles colonizar nuevas areas
Ademasjuegan un papel clave en la propagacion vegetativa (Breckon & Falk, 1974; Seago,
et al., 2022).

9 Tallos: Pueden sererectos o rastreros,con unaestructura dicotomica (division repetida
en dos ramas simétricas Estan cubiertos por pequefias hojas dispuestas en espiral 0 en
verticilos, lo que lesconfiere un aspecto caracteristicoy facilita la identificacién (Arana,
2014).

Estrobilo

g
“ }fﬁ

¥ Microfilos
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del Estrébilo Esporofilo

Esporofilo

S
Rizomas

Figura 1.2: Esquema ilustrativo de la morfologia y estructura reproductiva en un licéfito, incluyendo
tallos, rizomas, microfilos, estrobilos, esporofilos y esporangios.f.
1 Hojas (microfilos) : Son pequefias y escamosas, con una unica vena central sin brechas
foliares. Esta aracteristica distingue a las licéfitas de otras plantas vasculargBita, et al.,
2016; Dllgaard & Windisch, 2014)En algunas especiesestas hojas senodifican para

formar estructuras reproductivas, lo que resalta su adaptabilidadvolutiva(Arana, 2014).
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9 Esporangios: Estructuras especializadas qugroducen esporas En esta familiasuelen
agruparse en conos terminales llamados estrébilos(en Lycopodioideae Yy
Lycopodielloideag o situarse en la base de los miarfilos (en Huperzioideag (Banks et
al., 1972). Cada esporangio se forma en la axila de una hoja fé(esporofilo),

garantizando una produccion eficiente de esporagGess & Prestianni, 2018).

Tal como se indicd, las licopodiaceas se reproducen principalmente a través de esporas
homospdricas, es decir, todas morfologicamente similaresEstas esporasggerminan para
formar un gametofito bisexual que produce estructuras reproductivas tanto masculinas
(anteridios) como femeninas (arquegonios)YHaufler, et al., 2016 Figura 1.3). La fecundacion
ocurre cuando los espermatozoides nadan hacia los arquegonjdertilizando los Gvulosy
formando un cigoto. Este se desarrolla en un nuevo esportdi completando el ciclo de vida

(Naf & Trager, 1960; Whittier, et al., 2005).
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Figura 1.3: Ciclo vital de una licofita, detallando las fases esporofitica y gametofitica, incluyendo la
produccion de esporas y la formacion de cigot.f.
Ademas de la reproduccion sexual, algas especiegpueden reproducirse vegetativamente
mediante la fragmentacion de rizomas o brote€ste tipo de reproduccion asexugbermite la

propagacionsin depender de la produccidén de esporas, lo que resulta especialmente util en

condiciones ambientales favorableg 0 AOAUZ, ATl AONOAhRh AO Al 8h c¢m¢gc¢Qs
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1.1.2 Clasificacion de las Subfamilias de la Familia Lycopodiaceae

La familia Lycopodiaceaeha experimentado unanotable evolucion en el tiempo, tanto
morfolégica como filogenéticanente. Estos cambios han hecho que la clasificacion genérica
haya sido objeto de numerosos estudigdeneficiandose de los avances tecnolégicosos
andlisis filogenéticos basados en secuencias de ADN, han sido fundamentales para comprender
estas plantas permitiendo identificar correlaciones importantes con las diferencias en los
ciclos de vida de las subfamilias Lycopodioideae, Lycopodielloideae y Huperzioideae (Figura

1.4), facilitando una clasificacion mas fecisa (Wikstrom & Kenrick, 1997; Field et al., 2016).

Figura 1.4: Algunas diferencias morfolégicas de las tres subfamiliad) SubfamiliaLycopodioideag
especieLycopodium clavatuncon ramas isotomamente ramificadas y esporangios en estrobilos
terminales. B) SubfamiliaLycopodielloideagespeciePalhinhaea cernuaon estrobilos mas pequefios y
delgados,C) SubfamiliaHuperzioideag especieHuperzia serratacon hojas mas finas y largas, y un
porte mas erguido, sin estrébilo.

La clasificacion taxondémica actual (Figura 1.5) s®saen estudios anatémicos, cromosomicos,
de esporas y gametofitos, complementadan analisis molecularesrecientes. A continuacion,

se presenta un resumen de la clasificacion vigente de las subfamilias

1 Lycopodioideae : De distribucién casi global, compuesta por nueve géneros, de los cuales
tres (Diphasiastrum Diphasium y Lycopodiun) estan presentes enColombia. S
caracteriza por su monofilia y por caracteristicas derivadagjue correlacionan con
diferencias en sus ciclos de vidgArana & @ligaard, 2012; @ligaard & Windisch, 2014;
Field, et al., 2016; Qligaard, 2020).

1 Lycopodielloideae : Con una distribucion cosmopolita, incluye cuatro géneros. Uno de
ellos, Lateristachys se encuentra restringido a Australia, Filipinas, Nueva Caledonia,

Nueva Zelanda y Tasmania. Los otros trésycopodiellg Palhinhaeay Pseudolycopodiellp
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tienen una amplia distribucion mundial. Estudios recientes los han agrupadodebido a
similitudes morfologicas y moleculares (Arana & @llgaard, 2012; @ligaard, 2012; Jllgaard
& Windisch, 2014; @ligaard, 2020).

Spinulum
Lycopodium
Diphasium

Austrolycopodium

- Pseudodiphasium

Pseudolycopodium

Lycopodioideae
p—

Lycopodiastrum

—— Dendrolycopodium

—— Diphasiastrum

Palhinhaea

. . Lycopodiella
Lycopodiaceae Lycopodielloideae

Lateristachys

Pseudolycopodiella

Phylloglossum

Huperzioideae

Huperzia

Phlegmariurus

Figura 1.5: Arbol filogenético de la familia Lycopodiaceae, mostrando las relaciones evolutivas entre
sus subfamilia y génerosTomado y Adaptado de Xu, et al., 2019.

1 Huperzioideae : Compuesta por tres géneros Lho, Phylloglossum se encuentra
exclusivamente en Australia, Nueva Zelanda y Tasmania, mientras que los otros dos,
Huperzia y Phlegmariurus tienen una amplia distribucién en regiones tropicales y
templadas.Debido a su divergencia evolutiva, ecolégicamorfolégica se ha recomendado
reconocerestostres géneros dentro de esta subfamili§Arana & Qligaard, 2012; Field, et
al., 2016; Qllgaard, et al., 2018; @llgaard & Windisch, 2019).

1.1.3 Diversidad y Distribucion Geogréafica de Phlegmariurus en Colombia

El géneroPhlegmariurusalberga entre200 y 250 especies a nivel mundial. Sin embargoabe

destacar quesutaxonomia y clasificacion pueden variadebido anuevas investigacionegField
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& Bostock, 2013; Yang, et al., 201@&n Colombia, se han reonocidoalrededor de 75 especies
de Phlegmariurus distribuidas principalmente en regiones tropicales y subtropicales
(Qllgaard, 2019).

Grupos del Género Phlegmariurus en Colombia
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\—» P, ericifolius

P. riobambensis
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myrsinites
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P. firmus
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P. cruentus var. cruentus - P. pithyoides
P. cruentus var. exilis < P. qu/ca::pos
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P. cumingii e Grupo L. campianus
P. dianae ™ hartwegianus P. echinatus
P. eremorum =~__ Grupo P. hartwegianus
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P. hypogaeus - — Grupo lindenii —— P- lindenii

P. hystrix

P. idroboi - —
P. josesantae -
P. lignosus - P. h{)mo’c'arpus
P. llanganatensis < P. k‘iﬂ-tpu’ o
P. myrtuostis < L, Grupo P. l;nz-fol{us var. hmfcﬂm§
P. ocananus - linifolius P. linifolius var. tenuifolius

P. linifolius var. jenmanii
P. linifolius var. planifolius
P. sarmentosus

P. pachyskelos <

P. rufescens -

P. schlimii <

P. schmidtchenii e
P. sellifolius -

P. serpentiformis e
P. sphagnicola -

P. transilla <

P. ulixis -«

Grupo P. brongniartii
brongniartii P. rosenstockianus

Figura 1.6: Representacion de los grupos del génef®hlegmariurusen Colombia, detallando las
especies que conforman cada grupo. Tomado y adaptado de Jligaard (2019).
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La filogenia dePhlegmariurusha sido estudiada utilizando datos morfol6gicos y moleculares,
revelando que las relaciones entre sus especies son complejas y aun no estdn completamente
resueltas (Xia, et al., 2021). Estudios recientes basados en secuencias de ADN han ayudado a
aclarar algunas de estas relaciones. Como resultadBhlegmariurus ha sido separado del
tradicional géneroHuperzia, debido a diferencias morfoldgicas y genéticas significativas (Ji, et
al., 2007). En estudios botanicos previos, muchaspecies colombianas se clasificaron dentro

de Huperzia pero andlisis genéticos mas detallados determinaron que estas especies
pertenecen en realidad al géner®hlegmariurus Hasta la fecha, no se han encontrado especies

del géneroHuperziaen sentido estricto en Colombia (Jllgaard, 2019).

El géneroPhlegmariurusse distingue por su elevado porcentaje de endemismos. Un caso
notable ocurre en los Andes suramericanos, donde de la gran mayoria de sus especies son
endémicas, con aproximadamente 69 exclusivas de esta region (Jllgaard, 2019). Este género
es el unico dettro de Lycopodiaceae que se ha dividido en 22 grupos informales, algunos de
los cuales aun requieren revision taxonémica (Jllgaard, 1987; Field & Bostock, 2013). De
estos, 13 estan presentes en Colombia (@llgaard, 2019) lo que suladg importancia en la

diversidad vegetal de los ecosistemas andinos y neotropicales (Ver Figura 1.6 y Tabla 1.1).

En Colombia,Phlegmariurus constituye el género mas diverso de Lycopodiaceae, con 75
especies registradas, lo que representa un porcentaje significativo de la diversidad de
licopodios en el pais y en el Neotrépico (MurilllPulido & Murillo-Aldana, 1999). Estas
especies, anteriormere clasificadasen Huperzia, se encuentran principalmente en la Regién
Andina, habitardo una amplia variedad de ecosistemas humedos, desde los 500 hasta los 4000
metros sobre el nivel del mar, (MurillePulido & Murillo-Aldana, 199; Testo, Sessa &
Barrington, 2018; Testo, et al., 2018). La cobertura geografica detallada se presenta en la tabla
1.1.

Tabla 1.1: Cobertura geogréafica dd.ycopodiaceag Phlegmariurusen Colombia. Tomado y adaptado
de Murillo-Pulido & Murillo-Aldana (2017).

Familia / No. de No. de Amazonia  Andes = Pacifica Sierra Nevada

Género Géneros = Especies de Santa Marta
Lycopodiaceae 8 90 8 67 10 16
Phlegmariurus - 75 1 52 7 11

Nota: El total de especies por regidn no es aditivo, ya que algunas especies se encuentran distribuidas
en mas de una region.
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Entre las especies mas comunes Colombiase destacarP. reflexusP. brevifoliusy P. crassus
mientras que P. dianag P. dichotomusP. echinatusy P. lindenii (Figura 1.7) son menos
frecuentes (Murillo-Pulido & Murillo-Aldana, 1999; Murillo-Pulido & Murillo-Aldana, 2017).
Esta amplia distribucién altitudinal sugiere quePhlegmariurusse ha adaptalo a una variedad
de condiciones ambientales en los Andes colombianos, especialmente entre los 2500 y 4000

metros, lo que refleja su predominio en las zonas montafiosas del pais.
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Figura 1.7: Especies representativas d€hlegmariurusen Colombia, tanto comunes commenos
comunes A. P. reflexusB. P. brevifoliusC.P. dianaeD. P. echinatusE.P. crassug;. P. dichotomuss.P.
lindenii.

La familia Lycopodiaceae se distribuyampliamente pa el territorio colombiano, alcanzando

su mayor diversidad en la regién Andinacon 67 especies. Estas plantas prosperan en zonas
con temperaturas moderadas, y alta humedad (Rusea et al., 2009; @ligaard & Windisch, 2019).
Dentro de esta region, la cordilleras Oriental (38 especie$ y Central (33 especies)destacan
por su biodiversidad, mientras que en la cordillera Occidental se han registrado 22 especies,

de las cualedl4 son comunes a las tres cordillera@Viurillo -Pulido & Murillo-Aldana, 1999)

En la region Atlantica, particularmente en la Sierra Nevada de Santa Madeecen 11 especies
del géneroPhlegmariurus(Murillo -Pulido & Murillo-Aldana, 2017). Ercontraste, el nUmero de

especies disminuye en la region Pacific§10 especies de Lycopodiaceaéncluyendo 7 de



16 Algunos Constituyentes Quimicos y Actividad Biologica d& hippurideugLycopodiaceae)

Phlegmariurug, la Amazonia 8 especie) y la Orinoquia (2 esgcies)(Murillo -Pulido & Murillo-

Aldana, 1999, como se detalla en la Tabla 1.1.

En cuanto a la distribucién dePhlegmariurusen Colombia, esta abarca departamentos como
Antioquia, Cundinamarca, Boyaca, Santander, Cauca y Narifio, donde se han documentado
varias especies endémicas (dllgaard, 2019). Estas especies habitan en ecosistemas tipicos
como bosques nublados, montanos, tberas y paramos, que proporcionan las condiciones

hamedas y sombreadas que prefieren (Benucci et al., 2020).

Por ejemplo, en el Paramo de Frontino (Antioquia) se encuentran especies como
Phlegmariurus dianae, que crecen entre los 2900 y 3550 metros de altitud. En el Macizo
Colombiano y la Sierra Nevada del Cocuy se registran otras especies endémicas relevantes para
la conservacion(@dligaard, 2019; @ligaard, 2020). Asimismd?hlegmariurus cruentusha sido
reportado en el Paramo de La Rusia a 3490 metros de altitud, mientras gBalegmariurus
sphagnicolase encuentra en la Sierra Nevada de Santa Marta, entre los 3000 y 3600 metros,
en areas de turberas y pendientes humedas (Murill®ulido & Murillo-Aldana, 1999; Murillo-
Pulido & Murillo-Aldana, 2017).

Es relevante sefialar que, aunquehlegmariuruses el género mas diverso de Lycopodiaceae en
Colombia, otros géneros comdycopodiellay Lycopodiumtambién estan presentes, aunque
con un menor namero de especies. En conjunto, la familia Lycopodiaceae cuenta 66n
especies, lo que representaerca del27% de las especies del neotrépico Colombiano (MuriHo
Pulido & Murillo-Aldana, 1999).

1.1.4 Taxonomia de Phlegmariurus hippurideus (Christ) B. Ollgard

La especiePhlegmariurus hippurideusa experimentado diversos cambios en su clasificacion
taxondmica alo largo del tiempo, reflejando el avanceen el conocimiento de sus caracteristicas
morfolégicas y genéticasHa sido registrada bajo distintos sindbnimos, entre los que destacan
Lycopodium hippurideumChrist (1901), Urostachys hippurideugChrist) Nessel (1939) y
Huperzia hippuridea(Christ) Holub (1985). El nombre actualmente aceptadd?hlegmariurus
hippurideus (Christ) B.@llgaard (2012) (Figura 1.7),fue establecido tras una revision
exhaustiva basada enestudios recientes (@llgaard, 2019) Este cambioresponde a una
actualizacién en la nomenclatura resultado de un mayor entendimiento de la especie y los

avances en estudios filogenéticos y morfologicos.
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Segun la propuesta taxonomica detallada pddligaard (2019), la clasificacioncompleta de
Phlegmariurus hippurideusse presenta en la tabla 1.2. Hasta la fecha, no se han identificado
formalmente subespecies o variedades dentro de esta especie. Sin embargo, algunos autores
han sefialado una marcada variacion fenotipica entre individuos, influenciada principalmente
por las condiciones ambientales. Aunque esta variabilidad ha generado cierta incertidumbre
en su identificacion, no se considera suficiente paraalcreacidbn de nuevas categorias
taxondmicas (Field et al., 2016; Xia et al., 2021).

Tabla 1.2: Taxonomia de la especi€hlegmariurushippurideus Tomado y adaptado de @ligaard
(2019).

Clasificacion Taxondmica

Reino |Plantae
Division | Lycopodiophyta

Clase |Lycopodiopsida

Orden |Lycopodiales
Familia | Lycopodiaceae
Género | Phlegmariurus
Especie | Phlegmariurus hippurideugChrist) B. @llgaard

Figura 1.8: EspeciePhlegmariurus hippurideusiel Neotrépico Colombiano.

En cuanto a su distribuciéonP. hippurideusse localiza predominantemente en zonasopicales
y subtropicales,especialmente en h4bitats caracterizados por la alta humedazhmo bosques
montanos y bosques de niebla(Armenta-Montero et al.,, 2015; Bauret et al., 2018).
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Morfolégicamente, exhibe tallos delgadosy alargados, acompafiados pohojas pequefas
dispuestasde manera helicoida) unrasgo tipico dentro delos licopodios (Field et al., 2016;
Testo et al., 2018).

Desde una perspectiva ecolégic®hlegmariurus hippurideuslesempefia un papetelevante en

los ecosistemagjue habita Su presencia ontribuye a ladindmica de los atlos de nutrientes y
forma parte del conjunto de plantas silvestres que enriquecen l&iodiversidad de los
neotrépicos, siendo considerada una de las especies mas representativas de estos ambientes
(Armenta-Montero et al., 2015; Testo et al., 2018).

1.1.5 Distribucién y habitat de Phlegmariurus hippurideus

La especiePhlegmariurus hippurideusse distribuye ampliamente enlas regiones tropicales y
subtropicales de América Central, las Antillas Mayores, Venezuela, Bolivia y la regién de
Roraima en Brasil (@ligaard, 2019). En Colombia, estudios detalladkesialanque esta especie

es comunen diversos habitats hUmedos, especialmente en zonas montafiosasgdan altitud.

Se encuentra en departamentos como Antioquia, Arauca, Boyaca, Caldas, Cauca,
Cundinamarca, Tolima, Narifio y Risaralda, entre otros, donde habita en altitudes qszilan
entre 10s2200 y 3750 metros sobre el nivédel mar (Qligaard, 2019, 2020)Esta especierece

tanto en el suelo del bosque comde maneraepifita sobre los troncos y ramas arboles

Su habitat natural incluye bosques himedos tropicales y subtropicales, asi como areas
montafiosascon altos niveles de humedad. Prefiere ambientes con sombra parcial a completa,
lo que favorece su desarrollo 6ptimo. Como epifita, prospera en troncos y ramas de arboles,
especialmente en bosques nubosos y selvas hiumedas, donde las condiciones de humedad y
proteccion contra la luz solar directa son ideales para su crecimiento y reproduccién
(Armenta-Montero et al, 2015). Su adaptacién a estos ecosistemas sumau dependencia de

la estabilidad ambiental parasu supervivencia

Sin embargo, las principales amenazas para los licopodios del génephtlegmariurus
incluyendo P. hippurideusson la deforestacion, el cambio climético y la conversién de bosques
naturales en &reas agricolas ganaderas o mineras.Estas actividades han reducido
significativamente los habitats adecuados, especialmente en los Andes, donde la pérdida de
bosques es particularmente severa afectando directamente su supervivencia y diversidad
(Armenta-Montero et al., 2015).
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1.1.6 Importancia ecologica de la Familia Lycopodiaceae

La familia Lycopodiaceae desempefia ymapel fundamental en la dinamica y el equilibrio de

los ecosistemas donde esta presente, contribuyendsignificativamente a la diversidad y
estabilidad ecolégica. Como representantes de uno de los linajes vegetales mas antiguos, estas
plantas juegan un rol destacado en la estabilizacion de suelos, especialmente en areas
propensas a perturbaciones o erosiéiiBenucci et al., 2020)Su capacidad para establecerse
rapidamente en terrenos desnudos las convierte en especiesioperas, facilitando la

colonizacién de héabitats nuevos o degradados.

Ademés dereforzar la estructura del suelo,los licopodios desempefian un papel clave en la
formacion del suelo y en la regulacién del ciclo de nutrientes, favorecidn la fertilidad del
entorno (0 AOAUZ, Al A 2009).fsh prefefiria Arhb@rjenera micrchabitats que
benefician a diversas especies de fauna, proporcionando refugio y recursos alimenticios a
insectos y pequefios vertebrados. Esta interaccion promueve la conservaciéon de la
biodiversidad y contribuye al mantenimiento dd equilibrio ecoldgico general (DiMichele &
Phillips, 1985).

1.1.7 Usos medicinales tradicionales de plantas de Licopodiadceas

El uso de las especiesle Lycopodiaceae en la medicina tradicional refleja umprofundo
conocimiento etnobotanico transmitido a través de generaciones, evidenciando su relevancia
en el cuidado de la salud y el bienestar de numerosas comunidad&stas plantasno solohan
sido valoradas por suspropiedades terapéuticas, sino también por su papel en practicas
rituales y culturales. B regiones como Sudamérica y Asidjversas especies décopodios han
sido empleadaspara tratar multiples dolencias, incluyend aeccionesrenales, problemas
dérmicos, trastornos digestivos, alteraciones del sistema nervioso central y procesos

inflamatorios (Wang et al., 2022).

Investigaciones cientificasrecientes han respaldado muchos deestos usosancestrales
destacando el notable potencial farmacoldgico desta familia vegetal Especificamente los
licopodios han mostrado eficacia en elratamiento de enfermedades comod demencia, el

reumatismo y lesionesfisicas Tradicionalmente, se preparan en forma denfusiones o
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decocciones, lo qusubrayala importancia de los compuestos solublgsresentesen soluciones

hidroalcohdélicas,principalmente alcaloides (Xu et al., 2019).

Diversos estudios han confirmado queus extractos poseen propiedadesantiinflamatorias y
neuroprotectoras significativas, rdorzando s uso tradicional frente a enfermedades
inflamatorias y neurodegenerativas (Wang et al., 2022; Konrath et al., 2012; Chen et al., 2020).
De hecho, arias especies han sidatilizadas para elmanejo delreumatismo'y la recuperacion

de lesiones traumaticasaplicaciones atribuidas a la presencia de metabolitdsioactivos (Xu

et al., 2019; Chen et al., 2020).

Entre los ejemplos mas relevantes se encuentrdrycopodium clavatuny Lycopodium thyoides
cuyas investigacionesan evidenciadoactividades antioxidantesy capacidad inhibitoria de la
enzima aetilcolinesterasa, sugiriendo su potencial en efratamiento del Alzheimer vy la
mitigacion del estrés oxidativo (Konrath et al., 2012). Asimismd,ycopodium japonicumes
reconocido en la medicina tradicional china pr su uso en el alivio deesguinces, distensiones
muscularesy miastenia,destacandose también por susompuestoscon propiedadesanti-VIH-

1 e inhibidores de la) -glucosidasa (Chen et al., 2020).

Dentro de losmetabolitos masrelevantes, sobresalen los triterpenoidesde tipo serrateno,

algunos de los cuales han deostrado prometedoras actividades citotoxicas y

guimiopreventivas, abriendo posibilidades para su aplicacién en la lucha contra el cancer

i "TTTUAZOAOAUAT AO Al 8h otconadaplgs altalolded debalosAd 8 h ¢ m¢ ¢ Q¢
licopodios exhiben efectos antioxidantes y antidepresivos, ademas de marcado potencial

como inhibidores de la acetilcolinesterasa, posicionandose como candidais clave en la

investigacion para el tratamiento de enfermedades neurodegenerativdBymek et al., 2021).

Un caso emblemético es el de lauperzina A, un alcaloide sesquiterpénico aislado déuperzia
serrataenla década de 180, quefue aprobado en China para el tratamiento di&a enfermedad
de Alzheimer y actualmente,se comercializa en Estados Unidos como suplemento dietético
(Konrath et al., 2012; Xu et al., 2019; Wang et al., 2022). Estampuestq junto convarios
triterpenoides de tipo serrateno, refuerza el valor de estas plantas como fuente para el

desarrollo de nuevas terapias contra enfermedadaseurodegenerativas y oncoldgicas.

Enafios recientesha habido un notable avance en el estudio de la composiciqnimica ylas

actividades biologicas de diferentes especies de Lycopodiaceae en América del Sur. Paises
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como Argentina, Ecuador, Chile, Brasil y, mas recientemente, Colombia, raplementado
técnicas analiticade vanguardiapara identificar los componentes bioactivos presentes en los
licopodios de estas regiones, asi como paevaluar el potencial biol6gico de sus extraos,

fracciones y compuestos purogKonrath et al., 2012; Armijos et al., 2016).

Estos estudios han permitidono solo profundizar en el conocimiento de estos recursos
naturales, sino también impulsar su aprovechamiento en &reas como la medicina y la
biotecnologia. Los hallazgos hasta ahora obtenidos sugieren que los compuestos identificados
podrian ofrecer alternativas innovadoras y efectivas en el &mbito de la salud, motivando la
necesidad de continuar con investigaciones orientadas a descubrir nuevas aplicaciof&ben

et al., 2020; Wang et al., 2022; Niinuma et al., 2024)

1.2 Aspectos Quimicos de plantas de la familia Lycopodiaceae

Alo largo de su evoluciénlas plantashan desarrolladomecanismos biosintéticos altamente
sofisticados que les permiten producir una amplimjamade compuestos quimicosDentro de
este vasto reino vegetal, loBcopodios destacan poia notable diversidad y singularidad de las
moléculas que sintetizanEstas antiguas plantas vascularesaracterizadas por susnicrofilos
y esporangios, hardespertado uncreciente interés cientifico, particularmente por el potencial

terapéutico de muchos de sus constituyentes quimicos.

Uno de los aspectos magascinantes en la quimica de loficopodios es su capacidad para
generar compuestos nitrogenados como los alcaloides y una variedad deterpenoides,
especialmente triterpenos de tiposerratenos y serratanos. Los alcaloidesextraidos de estas
plantas han sido ampliamente estudiados debido a sus propiedadesuroprotectoras,
sugiriendo posibles aplicaciones en el tratamiento de enfermedades neurodegenerativas como
el Alzheimer y el Parkinson(Ma & Gang, 2004 Liu et al., 2023. De marera similar, los
triterpenoides, han demostrado poseer actividades bioldgicas relevantes, incluyendo efectos
citotéxicos, antiinflamatorios y antioxidantes, lo quelos posiciona como candidatos
prometedores para el desarrollo de terapias contra el cancey el tratamiento de dolencias
cronicas como laartritis y trastornos relacionas con el estrés oxidativgBoonya-udyatan et al.,
2019).
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Lanotable variedadestructural de losconstituyentes quimicos presentes en los licopodios es
producto de complejas rutas biosintéticas que estas plantas han perfeccionado a lo largo de su
historia evolutiva. Comprender estos procesos no solo es esencial para descifsarpapel
ecologico y adaptativo de, sino que también constituyen un paso clave para desarrollar
estrategias sostenibles que permitan obtener dichos compuestos a mayor esc@léen et al.,
2020). Ademas, el conocimiento detallado de estas ruthagosintéticas abre la posibilidad de
disefiar andlogos estructurales con propiedades mejoradas o adaptadas a necesitades

terapéuticas especificagBunsupa et al., 2016; Nett et al., 2021)

A pesar del progreso alcanzado en el estudio quimicos de los licopodios, persisten diversos
retos que limitan su aprovechamiento pleno. Entre estos desafios destacandomplejidad
inherente de susestructuras moleculares, la baja concentracion de ciertos metabolitos en las
especies vegetaley el desconocimiento de los mecanismos de acciéon de varios de estos
compuestos (Dymek et al., 2021; Liu et al., 2023) Adicionalmente, existe un numero
considerable de moléculas que aln no han sido exploradas, lo gagbraya la necesidad de

continuar investigando este valioso recurso natural.

No obstante, el interés por estas plantas como fuente de nuevos agentes bioactivos caratin
en aumento. La aplicacion de técnicamnaliticasavanzadas, junto con el uso de herramientas
bioinformaticas y en métodos de bioprospeccion, ha facilitados el aislamiento y la
caracterizaciébn de nuevos compuestos, acelerando asi el descubrimiento de posibles
candidatos farmacoldgicos(Nett et al.,, 2021; Dymek et al., 2021)Este creciente interés
también responde a la demanda global de productos naturales con propestes terapéuticas,

lo que impulsa ain mas la investigacién en este campo.

En este contexto, los licopodiosepresentan una fuente inagotable de moléculas bioactivas con
potencial para el desarrollo de nuevos farmacoka exploracion de sus componentes quimicos
no solocontribuye aenriquecer elconocimiento cientificosobre la biodiversidad vegetalsino
gue tambiénofrece perspectivas innovadoras para el tratamiento de diversas enfermedades
humanas(Wang et al., 2022) Aunque se han logrado avances significativos en la comprension
de la quimica de estas plantas, especialmengd algunas especies ampliamente distribuidas,
aun queda un vasto terreno por explorar, particularmente en las especies endémicas y

neotropicales(Chen et al., 2020)
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A continuacion, sepresentarauna clasificacion detallada de los triterpenos identificados en la
familia Lycopodiaceae, asi como un analisis general de los alcaloides caracteristicos de este

grupo, resaltando sus principales propiedades quimica y biologicas.

1.2.1 Triterpenoides presentes en la familia Lycopodiaceae

Los triterpenoides de tipo serrateno y serratano representan un grupo destacado de
compuestos quimicoscon estructuras altamentecomplejas, que han sido aislados de diversas
familias vegetales, siendo especialmente abundantes en la familia Lycopodiacgag i T T UA Z
udtayan et al., 2019). Dentro de esta familiastos constituyentes han sido identificados en
varias especies comoPhlegmariurus phlegmaria, Phlegmariurus carinatus Phlegmariurus
nummulariifolius, Lycopodium japonicumLycopodium complanatuny Lycopodium clavatum
(Trofimova et al., 1996; Wittayalai et al., 2012; Sun et al., 2017; Nguyen et al., 2017; Thaisaeng
et al., 2021). Sin embargqgla presencia de estogriterpenos no se limita a las licopodiaceas. En
otras familias, como Polypodiaceae, se han reportado triterpende tipo serrateno aislados de
Lemmaphyllum microphyllum(Ageta et al., 1982) De manera similaren la familia Pinaceae,
especies como el abeto d8itka (Picea sitchensjsy Picea jezoensigar. jezoensigambién han
sido fuentes importantes de adlogos estructurales de estos compuesta¥iutney & Rogers,
1969; Tanaka et al., 2008

Desde el punto de vista estructural, logriterpenos de tipo serrateno y serratano exhiben
caracteristicas distintivas. Su esqueleto hidrocarbonado estd compuesto por al mer@d
atomos de carbonoorganizados encinco anillos fusionados entre los cuales destaca un anillo
de siete miembros, configurando un sistem@-6-7-6-6. Este arreglo es complementado por la
presencia de dos grupos oximetinos, generalmente localizados en las posicio@esy G21, asi
comopor siete grupos metilodistribuidos a lo largo de la moléculdZhou et al., 2004)Ademas,
estos compuestos presentan multiples centros quéles cuya configuracion relativa ha sido

claramente establecida.

Un aspecto importante a considerar es que los grupos metilo ubicados en las posicioBest [ h
Cc w] -dJnr# domhdnmente objeto de modificaciones durante la biosintesis, lo que los
convierte en sitios clave para la introduccion de diversos grupos funcionales. Entre los
sustituyentes mas frecuentes se encuentranidroxilos, carbonilos, carboxilos, éteres, ésteres

o incluso residuos glucosidicosEsta capacidad de modificaciéon estructural es responsable de
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la notable diversidad de triterpenoides en la naturaleza y, consecuentemente, de la amplia
gama de actividades bioldgicas que se les atribuyje7 AE AO Al 8h c¢mpyn "T T 1T UAZC
2019; Wang et al., 2021).

Uno de los rasgos estructurales mas relevantes en estos compuestos es la presencia de un
doble enlace entre los carbonos-T4 y G15. Estaenlaceinsaturado confiere cierta reactividad

a la molécula, haciéndola propensa a transformaciones oxidativas catalizadas por enzinises.
hecho, la oxidaciénselectiva de dicho enlace constituye un proceso biosintético comun que
conduce a la generacion de derivados saturados, en los cuales el doble enlace es reemplazado
por un grupo funcional hidroxilo, principalmente, aunque también puedenformarse otros
derivadosj "1 1 1T UAZOAOAUAT AO Al 8h c¢mpw(

Considerando la presencia o ausencia del doble enlace en el anillo D, es posible clasificar a

estos triterpenoides en dos grupos principales, tal como se muestra endeyura 1.9

R,0

24 23 Serrateno 24 23 Serratano

Figura 1.9: Estructura quimica basica de triterpenos de tipo serrateno y serratano.

M Serratenos: Mantienen el doble enlace €14/ CG15, conservando la caracteristica
insaturacion en el anillo D.
9 Serratanos: Carecen de dicho doble enlace, presentando una estructura

completamente saturadaen sus anillos.

Esta diferencia estructural no solo influye en la reactividad quimica, sino también en las
propiedades biolégicas de cada clase de compuestos. Dado el interés creciente por la quimica

y bioactividad de estos constituyentes, resulta pertinente organizar la diversidad de
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triterpenoides reportados en tres grandes categoriastriterpenoides de tipo serrateno,
triterpenoides de tipo serratano y un tercer grupo queincluye aquellos compuestos cuyas
estructuras presentan variaciones adicionales y no encajan estrictamente en las dos primeras

clasificaciones.

1.2.2 Diversidad Estructural de Triterpenos de tipo Serrateno

El conocimiento sobre los triterpenoides de tipo serrateno ha experimentado uavance
significativo en las Ultim as décadas Para el afio2021, se tenian registrados al menos83
compuestospertenecientes a este grupouna cifra que refleja la ampliadiversidad estructural

que los caracterizgf " 1 1T T UAZOAOAUAT AO Al. &die natablendaniprodeE 1 & A O
moléculas posiciona a los triterpenos serratenos como el grupo de mayor variedad estructural

dentro de los triterpenoides identificadosen licopodiaceas hasta la fecheSin embargo, las
investigaciones fitoquimicasexhaustivas, especialrante en especiedamilia Lycopodiaceae

continla ampliando este catalogo. La constante exploracién de estas plantas no solo ha
permitido el descubrimiento de nuevos serratenos, sino que también ha sidmpulsada por el

creciente interés de identificar constituyentes quimicos con potenciales aplicaciones

biolégicas y por qué no, farmacoldgicas.

Desde el punto de vista estructural, los triterpenoides de licopodiacea&xhiben una notable
versatilidad. Esta se manifista en la cantidad y disposicién de grupos funcionales oxigenados
presente en su esqueleto basico, asomo en la variedad de sustituyentes quimicos que se
introducen a lo largo de su nucleocarbonado. Con base en estas caracteristicas, estos
triterpenoides suelen clasificarse atendiendo principalmente a dos criterios: el nUmero y la
posicion de los grupos oxigenados, y la naturaleza iguica de los sustituyentes derivados que
modifican su estructura central. Entre estos Ultimos destacan los grupos hidroxilo, carbonilo,
carboxilo, asi como diferentes ésteres y residuos glicosilados, que enriqguecen ain mas la

diversidad y complejidad de ete tipo de triterpenos, los cuales incluyen:
A Grupo de Triterpenoides tipo Serradioles

El serratenediol, constituyela base estructural de una importantefamilia de compuestos
naturales. Suesqueleto carbonado distintivo se caracteriza por la presencia den anillo de

siete miembros (anillo C) y un doble enlacsituado entre los carbonos €14 y G15. Asimismo,
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exhibe dos grupos hidroxilolocalizados enlas posiciones €3 (con configuracionrelativay q U
G-21 (conconfiguracionrelativa | (Figura 1.10). Este compuesto @ie aislado por primera vez

en 1964 a partir de la especie Lycopodium serratumpor Inubushi y sus colaboradores
(Inubushi et al., 1964, marcandoel punto de partida para una prolifica linea de investigacion
dedicada al estudio de este tipo de triterpenoides y sus derivadd3esdesu descubrimientqg

la presencia del serratenediol se ha documentado en diversas especies vegetales,
principalmente dentro de la familia Lycopodiaceaélnubushi et al., 1967; Inubushi et al., 1971
Inubushi et al., 1971; Orito et al., 1972; Ham et al., 2012; Zhang et al., 2014

Serratenediol 21-Episerratenediol 21B-hidroxiserrat-14-en-3a-ol

Figura 1.10: Estructura quimica del serratenediol y sus respectivos estereoisémeros.

Uno de los derivados mas relevantes es el Zbiserratenediol, el cual difiere del serratenediol

exclusivamente en la configuracion del grupo hidroxilo en la posicion-£1 presentando una

I OEAT OAAE&T OA1 AGEOA | j )1 OhO@&EP20I4D Al 8h pwoeun 9A
Laelucidaciénestructural detalladatanto del serratenediol como del 21episerratenediol fue

lograda mediante analisis quimicos y espectroscépicos por el equipo dl. Inubushi en 1967

(Inubushi et al., 1967. Ailos mas tarde, en 2012, el grupo liderado por &lr. Boonyaudtayan

logro aislar deLycopodium phlegmariain estereoisémero del serratenediolidentificado como

¢ p-hidroxiserrat-14-en-o tol. Este compuesto presenta una configuraciomversa en los

carbonosG3 y G21 respecto al isobmero descritariginalmente por Inubushi (Wittayalai etal.,

2012).
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A Grupo de Triterpenoides tipo Serratrioles

Dentro de la familia de los triterpenoides tipo serrateno, destaca un grupo conformado por los
denominados serratrioles, caracterizados por modificaciones estructurales clave en los
carbonos G24 y G-29. Estas modificaciones, introducidas principalmente mediante procesos
oxidativos, permiten la incorporacion de grupos hidroxilo y la formacién de cadenas
hidroximetileno (-CHOH) durante la biosintesis, generando una notable diversidad

estructural (Figura 1.11).

Un ejemplo representativo es elserratriol, un derivado oxidado del serratenediol que se
distingue por la adicion deun grupo hidroxilo en la posicion G24. Este compuesto ha sido
aislado de diversas especies de licopodiaceas (Tsuda et al., 1966; Inubushi et al., 1971; Xie et
al., 2010; Liu et al., 2022).

Otro compuesto relevante e®l licoclavanol, un estereoisomero del serratriol quse diferencia

por presentar configuracionesopuestas en los grupos hidroxiloubicados enG-3 y G21 (Tsuda

et al., 1966; Miller et al., 1973; Yan et al., 2008; Wang et al., 2022; Thaisaeng et al., 2024). De
manera similar, el 2%episerratriol, también conocido comoepilycloclavanol, posee ambos
grupos hidroxilos (en G3 y G21) en configuracion relativa 1 ftonstituyéndose como el
epimero G21 del serratriol y, a su vez, el epimero-8@ del licoclavanol(Trofimova et al., 1996;

Yan et al., 2009; Yan et al., 2012).

303,19a-dihydroxy-20B-acetate-
serrat-14-en-21f-ol

Serratriol Licoclavanol 21-Episerratriol Flegmanol E

Figura 1.11: Estructuras quimicas de los serratriol escon sus respectivos estereoisomeroyg sus
derivados.

Dentro de este grupo, Eflegmanol E destaca como un caso particulaBu estructuracarece de
oxidacion en G24, preserta un hidroxilo en G29, y mantiene laAl T FECOOAAE&1
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hidroxilos de G3 y G21, configurdndose como un isémero constitucional del 2&piserratriol
(Inubushi et al., 1971; Zhou et al., 2004; Wang et al., 2022

Por ultimo, cabe mencionar el aislamiento de un triterpenoide aiin mas modificado a partir de
Lycopodium obscurunh.. En 2009, un estudio fitoquimico reporté la obtencidén de un serratriol
con un grupo-OH en G19 y un grupo -OAc en €0 denominado o 1 h @itigroxi-¢ T
acetato-serrat-14-en-¢ p-pl. Este compuesto incorpora una combinacion singular de dos
grupos funcionales, ampliando aun mas el espectro estructural y quimico conocido de los

serratrioles (Deng et al., 2009).
A Grupo de Triterpenoides tipo Serratetroles

Los serratetroles se distinguen por presenta una notable diversidad estructural, no solo

debido a las variaciones tipicas en las posiciones de hidroxilacién coi@@4, G29 y G30, sino
también por la presencia de grupos hidroxilo en sitios menos habituales con12 y G20, lo

gue aflade complejidad a esta clase de compuestositurales (Figura 1.12). Ejemplos
representativos de esta diversidad son dicoclavanol y el wightianol B Estos dos compuestos,
aunque diastereocisomeros, comparten la particularidad de poseer grupos hidroxilo en
orientacion r en las posicionesG-20 y G-21. Sin embargo, se diferencian en la configuracion

del hidroxiloen G3,A1 1 EAT A1 AOAT T 1 -OBOnlefiAd gielen @ WighGaODB® | |
el hidroxilo en esta posicién tiene orientaciorr (Tsuda et al., 1980; Yan et al., 2005; Yan et al.,
2008; Zhang et al., 2014).

Un caso interesante es el de la japonicumina A, un compuesto aislado de
Lycopodiumjaponicumy reportado como nuevo. Anque guarda similitud estructural con el
licoclavanol, se diferencia principalmente por el desplazamiento del hidroxilo desde-2D
hasta C12 (Li, et al., 2006). Ademas, se han identificado otros compuestos como el licocriptol,
APEI AT AOEDPOIT I h A EdemaEl4-Bried 21RH20ettacl. Bstos ¢ommuestos,
estereoisomeros entre si, presentan grupos hidroxilos, aportando mayoraxsiabilidad
estructural dentro de este grupo(Tsuda et al., 1974; Zhou et al., 2004; Yan et al., 2006).

51 AEAI PIT DAOOEAOI AOI AédrmétA4-e0ef3]21820 B0ite@abl, eRcdal A1 oy hgpr
destaca por presentar grupos hidroxilo en las posiciones-24 y G30, una caracteristica poco

comun en los triterpenoides de licopodiaceas. Esta peculiaridad conxtie a este compuesto en
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un candidato interesante para estudios adicionales, tanto desde el punto de vista quimico
como biolégico (Yan et al., 2006).

=

HO 24~

Licoclaninol Wightianol B

Epilcocriptol Diepilcocriptol 3a,21a-serrat-14-ene- 3a,21B-serrat-14-ene-
3,21,24,29-tetraol 3,21,24,30-tetraol
Figura 1.12: Estructuras quimicas de algunos serratetroles con sus respectivos estereoisomerasug
derivados.

Asimismo, es importante sefialar que el grupbidroxilo en G24 puede ser esterificado con
distintos acidos fendlicos, generandoderivados aromaticos. Entre estos, destacan las
combinaciones coracido p-hidroxibenzoico y acidop-cumarico (Figura 1.13).Un ejemplo es
el trihidroxiserrat -14-en-24-(4'-hidroxibenzoato), que resulta de la esterificacion biosintética
del hidroxilo en G24 (Yan et al., 2012).

OH

1 7 '
HM@J%

ol
3
Trihidroxiserrat-14-en-24-(4'-hidroxibenzoato) Licojaponicuminol D

Licojaponicuminol E

Figura 1.13: Estructuras quimicas de algunos serratetroles esterificados enZ2 con acidos fendlicos.
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En cuanto alacido p-cumarico, da origen a dos estereoisdmeros licojaponicuminol D vy
licojaponicuminol E. La principal diferencia entre ambos radica en laconfiguracién del
hidroxilo en G3 del anillo A, OE AT fOH er ellicojaponicuminol D U -QH en el
licojaponicuminol E. Dichasconfiguraciones fueronestablecidasmediante experimentos de
ROESYcomparandose con la configuraciébnpreviamente conocida del licoclavanol (Zhang et
al.,, 2014). Las correlaciones observadas través de RMN permitieron confirmar la

estereoquimicarelativa propuesta para ambosompuestos.
A Grupo de Serratenos con grupo Carboxilico en C-24

Otra modificacién estructural destacada en los triterpenoides de licopodios es la oxidacion del
carbono en la posicién €4, gue da lugar a la formacién de un grupo carboxi{&igura 1.14).
Estatransformacion confiere nuevas propiedades fisicoquimica y biol6gicas a los compuestos,

ampliando su potencial biolégico.

HOOC 24
Acido Flegmarico Acido Licernuico A Acido 3a,21a-dihydroxyserrat-14-en-24-oico

Acido 30,20B,218- Acido 3B,20B,21p-
trihydroxyserrat-14-en-24-oico  trihydroxyserrat-14-en-24-oico

Acido Licernuico B

Figura 1.14: Estructuras quimicas de algunoserratenos con acido carboxilico en-24.

Un ejemplo clasico de esta modificacion es el acido flegmarico, caracterizado por un grupo
EEAOI @gEOHen &l TU 4I O 021 @inubushi edal., 1871; Zhang et al., 20}4De
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i AT AOA OEI Ei Aoh Al UAEAT 1 EAAOIT OEWGE21 ZhamyletOAA EE !/
Al 8h ¢mptn 9AT AO Ai 8h c¢nmyn 9 Al-dihlllOxisdrat8 h ¢ nmmw
14-en24-1 EAT AT AT O EEAOI GEI T O AAl&& AD03)0Horsu paite] £FE C OO
Al UAEAT 1 EAAOT OEAT " FOHAA @ pAE2D A el cilo lideinlicBRC OOAAE
pero se diferencia por la presencia de un hidroxilo adicional en-29 (Tsuda et al., 1975; Yan

et al., 2009).

Cabe destacar también los compuestos acidw 4 h ¢ Tt ftrihidrgxigerrat -14-en-24-oico y

acido o 1 h ¢ m4trihidygxigerrat -14-en-24-oico, aislados deDiphasiastrum complanatum

Estos diastereoisomerogpresentan unamayor complejidad estructural, debido a la presencia

de un grupo hidroxilo adicional en €20. La elucidacién de su estructura se realiz6 mediante

RMN, observandose diferencias en los desplazamientos quimicos de los carbonekdG G21

en comparacién con el cido licernuico A. Los experimentBOESermitieron establecer que

el hidroxilo en G201 OAA A1 1 ZECOOAAE&T h COAAEAO A 1 A0 |
entre los protonesH-20y H¢ wh A Op A-H21iYarfel dl., 2008). |

A Grupo de Serratenos con Grupo Acetato en G-3 0 G21

Dentro de la amplia diversidad estructural de los triterpenoides de licopodiaceas, destacan
aquellos compuest@ que presentan grupos acetato en las posicione&3 y/o G21. Los
hidroxilo s ubicados en dichos carbonos, con configuraciones estereoquimicps | sugleh

encontrarse acetilados, lo que incremente la variabilidad de sus estructurésigura 1.15).

La introduccion de grupos acetato es una de las modificaciones mas frecuentes en los
serratenos aislados de fuentes naturales. La presencia de estas funciones acetiladas no solo
modifica la estructura molecular, sino que también influye en sus posible actividades
bioldgicas. Ejemplos relevantes incluyerl acetatode 3-serratenediol, el 2%episerratenediol-
3-AAAOAOT U Al -hidhoAi AdrAtQ4-en-é flo, lopcuales, aunque difieren en la
configuracion de los grupos hidroxilo y acetato en-G@y G21, comparten un ndcleo estructural
comun (Inubushj et al., 1965; Orito, et al., 1972; Miller, et al., 1973; Wittayalai, et al., 2012;
Wang, et al., 20131

Tanto la biosintesis natural como la modificacién semisintética permiten la acetilacion

simultdnea en ambas posiciones, -8 y G21, originando derivados diacetilados como el
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AEAAAOAOT AA OAAGHOAND il Aidcétdiolde FR0YE OAOOAOATOAAET I | ohgp
U Al AEAAAOAOIT -/AIAA hEDOAEIRGH). [Edtas variagiangs contribuyen a

ampliar el espectro estructural dentro de este grupo. Asimismo, la acetilacibn puede

extenderse a otros hidroxilos disponibles, como los situados en2a y G29, generando

21-episerratriol (30 ¢ {OAc, 240Ac) y el triacetato de flegmi I 1 96! jA & fOACP200AC)

(Inubushiet al., 1971;Orito et al., 1972; Tsuda et al., 1980).

-

z
Acetato de 3-  21-EpiSerratenediol- Acetato de 21B-hidroxi- Diacetato de Diacetato de
Serratenediol 3-acetato serrat-14-en-3a-ilo serratenediol 21-episerratenediol

0Ac

-

AcO™ 24

AcO"21”
Diacetato de Triacetato Triacetato de Triacetato de Acetato de
flegmanol E de serratriol 21-episerratriol flegmanol E wightianol B

Figura 1.15: Estructuras quimicas de algunoserratenos conacetilaciénen G3 o G21.

Un caso particular interesante es ehcetato de wightianol B el cual exhibe, ademas de las
habituales acetilaciones en @ y G21, una inusual acetilacién en 20 j fOAc) y un grupo
acetilo adicional en €24, conformado un ejemplopoco comunde un derivado tetracetilado de
tipo serrateno (Tsuda, et al., 1980)

A Grupo de Serratenos con éster de Benzoato en G-3

La incorporacion de ésteres bezoicos representa otra estrategia estrctural notable dentro

de los triterpenoides de licopodios (Figura 1.16).Un ejemplo embleméaticoes eb h¢p | h ¢t
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trinidroxiserrat -14-en-3-} thédroxibenzoato), en el cual ehcido p-hidroxibenzoico esterifica

el hidroxilo en la posicionC-3 (Yan et al., 2012)

HO™ ¢
3(,21a,24-trihidroxiserrat- Acido 3B,21(,29-trihidroxiserrat-14- Acido 3,21pB,29-trihidroxiserrat-14-en-
14-en-3-(4'-hidroxibenzoato)  en-24-oico 3B-(4-hidroxibenzoato) 24-oico 3B-(4-hidroxi-3-metoxibenzoato)

Figura 1.16: Estructuras quimicas de algunoserratenos enlazados con éster de benzoato er3C

Adicionalmente, se han identificado compuestos que exhiben modificaciones similares, como
Al UAEAT -tribigraxisepat fidzew24-1 E A | -(4-hidfoxibenzoato) y su analogo
metoxilado, el UAEA] o {trihidyopisefrat -d4-en-24-1 EAT  -(4-hidroxi-3-
metoxibenzoato). Estos compuestos no solo presentan el éster benzoico ef3,Gino que
también poseen un grupo carboko en G-24 y un hidroxilo en G29, reforzando la diversidad

estructural de este tipo de derivadogYan et al., 2009).
A Grupo de Serratenos con Unidad de Cumarato

Otro tipo de modificacion interesante dentro de los serratenos es la incorporacion de unidades
derivadas del &cido cumaricqg las cuales suelen unirse al carbono-Een configuraciony
(Figura 1.17). Derivados como ellegmanol B y el licoflegmariol Gon ejemplos destacados,
diferenciandose principalmente por la naturaleza de los sustituyentes presentes en el anillo
aromatico del grupo cumarato. En el caso déegmanol B,la presencia de un grupametoxilo,

lo convierte en un derivado del &cidderulico (Inubushi et al., 1971; Wittayalai et al., 2012)

La orientacion del grupocumarato, asi como la adiciéon de otros grupos funcionales, genera
trinidroxiserrat -14-en-24-oico-o fil-} xhadroxicinamato), en el que se observa un grupo
carboxilo en G24 y un hidroxilo en G29, evidenciando la riqueza estructural que puede

alcanzar esta clase de compuestos (Nguyen et al., 2015).
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Un ejemplo aun mas particular es el diepilycocrypteR9-il-p-cumarato, que presenta la unién
del grupo cumarato en la posicion 29, a diferencia de los anteriores. Este compuesto también
muestra un grupo hidroxiloen G¢ 1t U O1 -0l én@8 Hestacando la flexibilidad de la

modificacion estructural que ofrecenestos triterpenos (Cai, et al., 1992).

OH

(0] 0
H;CO
=
HO HO HO™2
Flegmanol B 3B,21a-Licoflegmariol C

OH

0
/O/\)\O
HO HOOC 4

Acido 3B,21pB,29-trihidroxiserrat-14-
en-24-oico -3B-il-(7-hidroxicinamato)

HO™ 24

Diepilycocryptol-29-yl-p-cumarato

Figura 1.17: Estructuras quimicas de algunoserratenos enlazados con éster de acigus
cumarico.

A Grupo de Serratenos con Unidad de Dihi drocafeato en G-3

Los ésteresderivados del &cido dihidrocafeico también aportan variabilidad estructural
relevante a los serratenos, principalmente al acoplarse al carbone3diel nucleo(Figura 1.18).
Esta unidnconfiere propiedades quimicas y biol6gicaslistintivas a las moléculas resultantes.
Dentro de este grupo, destacaéEl ACIi AT T 1  Uicoflegmiriol Bogmbos gon el grupo
presenta el mismo sustituyente, aunque orientado en configuraaig, 8dicionalmente, varios
de estos compuestos incluyen grupos hidroxilos en posiciones clave col@@1, G24y G29
(Inubushi et al., 1971; Wittayalai et al., 2012

Asimismo, se han reportado modificaciones del grupo hididrocafeato, como es el caso del

triacetato de flegmanol A, donde los hidroxilos fendlic® se encuentran completamente
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acetilados, lo que resalta ain mas la diversidad de estos triterpenoid@3rito et al., 1972; Zhou
et al., 2003;Nguyen et al., 2013.

3a,21B-Licoflegmariol A Triacetato de flegmanol A

Figura 1.18: Estructuras quimicas de algunoserratenos con unidad de dihidrocumarato en .

A Grupo de Serratenos con Grupo Formi ato, Malonato y Acetonido

Otra clase de derivados serratenos se caracteriza por la presencia de grupos formiato y
malonato. Hasta la fecha, lo Unicos representantes con grupo formilo descritos corresponden
a los compuestosEl O E A Gfiidro¥iskrratsld-en-¢ p-E 1 T -bidraxigerrat-14-en-o ¢

ilo, ambos aislados déycopodium japonicumLa diferencia principal entre estos dos isomeros
radica en la posicion del grupo formilo, aunque en ambos casos se mantiene la configuracion
[ (Wang et al., 2014)

$A AAOAOAT AT1T 110 AT UI EOEO OAAI EUAAT O PI O 7AITC
los grupos hidroxilo en estos compuestos fue confirmada mediante el estudio de las constantes

de acoplamiento de los protones F8 y H21. Esta notable complejidadestructural de los
OAOOAOQATT O OAI AEiT OA OAZAE AEA -hillrbxisdrr&1Q4-e0-c AAOEOAA
il-propanodioico aislado deHuperzia serrath N OA DOAOAT OA O1 OAOEAOQT 1 ¢/

unido al carbono G3 (Zhou et al., 2003). Asimismaogstudios fitoquimicos sobreLycopodium
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japonicumhan permitido identificar acetales, como el lycojaponicuminol F, el cual presenta un
acetal entre los carbonos @0y Gec ph Al AT O A1 AT 1 ZECOOAAE&]

Formiato de 3p3- Formiato de 21f3- Acido 21a-hidroxiserrat-14-en-
hidroxiserrat-14-en-21pB-ilo  hidroxiserrat-14-en-3p-ilo 3p-il-propanodioico Licojaponicuminol F
Figura 1.19: Estructuras quimicas deserratenos con grupo formilo en €y G21, derivado maldnico y
acetonido.

A Grupo de Serratenos Triterpenoides Glicosilados en C -3

OH

OH
Figura 1.20: Estructuras quimicas deserratenos glicosilados.

m-

p)
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Considerando la funcionalizacion carbono G3 en los serratenos, también puede incluir

unidades glicosiladas, particularmente en la forma de-&rabinosa. Este tipo de compuestos,

conocidos como inundosidos, fueron aislados deycopodium inundatum Ly comparten
caracteristicas de poseer la unidad de-A OAAET T OA A1 Al 1 AEQA&AAE&]
diferencias principales entre los inundosidos A, B y E se encuentran en la estereoquimica del

hidroxilo en el carbono G21, que puede adoptar configuracicARO 1 h | 1T ET Al 6001 b
grupo acetilo. Por otro parte, los inunddsidos D1, D2 y D3e distinguen por su mayor

complejidad estructural, dado que exhiben ésteres dd'-O-p-cumaroilo en la unidadazucar

unida al carbono G-3, sin que esto altere la configuracion caracteristica(Tsuda et al., 1981;

Yan et al., 2009).
A Grupo de Triterpenoides tipo Serratencetonas

Los triterpenoides de tipo serrateno, como el serratenediol, tiene la capacidad de sufrir
oxidaciones que generan grupos carbonilos en las posiciones3G/ G21 (Figura 1.21). Un
ejemplo representativo de este tipo de transformacion es dicojaponicuminol A, donde el
hidroxilo en G-3 ha sido oxidado a cetond.a estructura de este compuesto fue confirmada
mediante correlacionesHMBC, que revelaron interacanesentre los protones H23 'y H24y
Al AAOCATTT AAOAT iAdeindsAtravés de expgmetitas RAEEDYs&d@termird
gue el hidroxilo en G21 presenta una configuraciory (Zhang et al,2014). De manera similar,
en laserrat-14-en-3,21-diona, ambos hidroxilados localizados e@-3y G-21 han sidooxidados

acetonas(Wang et al, 2014).

Licojaponicuminol A Serrat-14-en-3,21-diona

Figura 1.21: Estructuras quimicas deserratencetonas 30xo.

Una caracteristica distintiva dentro de este grupo de compuestos es la oxidacion del carbono

C-16 del serratenediol (Figura 1.10), la cual da lugar a cetonas insaturadas conocidas como
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derivados 16-oxo (Figura 1.22). Entre los compuestogepresentativos con esqueleto 6-0xo

se encuentran ell6-oxoserratriol, la cetona licerniA A # h Al  -tetrahidrqxigelrat 1 h ¢
14-en-16-ona, las cetonas licernicas$ U  %h A ltrihidraxiBeqai y14rem-fic-ona y la
licoclavanina. Estos compuestos se caracterizan por la presencia de grupo hidroxilo en
posiciones comoC-24, G29 y/o C-30 (Tsuda et al., 1970; Sano et al., 1970; Tsuda et al., 1980;
Zhang etal., 2002; Yan et al., 2008; Yan et al ., 2012; Li et al., 2017; Sun et al., 2HI7)6
oxoserratenediol, por ejemplo, presenta una estructura similar al serratendiol,
diferenciandose Unicamente en la oxidacion ocurrida en-06. Asimismo, la japonicumina B,
aislada deLycopodium japonicumincorpora un grupo hidroxilo en G12 con orientaciény (Li

et al., 2006)

Otros compuestos relevantes, comdéa cetona licernuca A y su estereoisdmero, la cetona
licernuica B presentanun éster metilico en €4 (Zhang et al., 2002; Yan et al., 2009 or otro
lado, el 16-oxo-0 4 h glipigroxiserrat -14-en-24-al exhibe un grupo aldehido en G24,
confirmado mediante espectroscopia de RMN bidimensioné&Zhou et al., 2003) Derivados
adicionales, como ehlcetato de 160x0-¢ p-hidroxiserrat-14-en-o tilo, el triacetato de 16
oxo-21-episerratriol y el triacetato de 16-oxoserratriol, son ejemplos de la derivatizacién
natural mediante la acetilacion de grupos hidroxildInubushi et al., 1971; Orito et al., 1972;
Zhou et al, 2003).

También se han identificado diversosacidos carboxilicos como el16-oxo-o § h elipigroxi -
serrat-14-eno-24-1 EAT h o strinidroxi -t6@xyoserrat-14-en-24-1 EAT h oclhcprhecw
trihidroxi -16-oxoserrat-14-en-24- E Al U  drihitiraxip-16ioxpserrat-14-en-24-oico.
Estos compuestos, considerados derivados biosintéticos déb-oxoserrateno, presenta un
grupo carboxilo enG-24, acompafiado de distintas sustituciones y configuraciones én3, G

20y G29 (Zhou et al., 2003; Yan et al ., 2008; Yan et al ., 2009).

Un aspecto particularmente interesante de los triterpenoides serratencetonas es su asociacion
con unidades de &cidop-cumérico mediante enlaces éste (Figura 1.23). Eseé tipo de
combinacion estructural ha sido reportada en diversas especies de los génetggopodiumy
Diphasiastrum U ejemplo destacado es elo | h edipigroxi-16-oxoserrat-14-en-24-ilo p-
cumarato, en el cual la unidad de &cidp-cumarico se esterifica en el carbono €4, mientras
gue los grupos hidroxilos en €3 y G21 adoptan orientacién, (Cai et al., 1992; Yan et al., 2008;
Sun et al., 2017).
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HO24

30,21p,24,29- . .
16-Oxoserratenediol ~ 16-Oxoserratriol Cetona Licernuica C  Tetrahidroxiserrat- Cetona Licernuica D

14-en-16-ona

HO™ 24

3a,21f3,30-
Cetona Licernuica B Trihidroxiserrat Licoclavanina Japonicumina B
-14-en-16-ona

H3CO

Cetona Licernuica A

z
AcO™ 24 AcO724
H3CO H
’ . . 16-Ox0-3a,21p-  Acetato de 16-oxo- Triacetato de 16- Triacetato de
Cetona Licernuica B dihidroxiserrat- 21pB-hidroxiserrat-  oxo-21-episerratriol 16-oxoserratriol

14-en-24-al 14-en-3a-ilo

HOOC 724 HOOC HOOC 724
Acido 16-0x0-3¢,213- Acido 30,20P3,21p- Acido 3¢,214,29- Acido 33,214,29-
dihidroxi-serrat-14- trihidroxi-16-oxoserrat- trihidroxi-16-oxoserrat- trihidroxi-16-oxoserrat-
eno-24-oico 14-en-24-oico 14-en-24-oico 14-en-24-oico

Figura 1.22: Estructuras quimicas deserratencetonas 160xo.
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Entre otros ésteres con este patron estructural se encuentra €l 1t-hidroxi-16-oxoliclanitin -
29-il-p-cumarato, el 16oxoliclanitin-29-il-p-cumarato y el E)-t1 dEdroxi-o -saetoxicinamato
de 16-oxoliclanitin-29-ilo. En estos compuestos, la unidad giecumarato se une al carbond-
29. Cabesefalar que el¢ 1-hidroxi-16-oxoliclanitin -29-il-p-cumarato y (E)-t1 4d@droxi-o <e
metoxicinamato de 16oxoliclanitin-29-ilo difieren Gnicamente por la presencia de un grupo
metoxilo en el anillo aromatica Ademas, se ha reptado el 21-[ -hidroserrat-14-en-3,16-

diona, un derivadoque incorpora grupos carbonilo enC-3 y G16 (Nguyen et al., 2015).

20pB-hidroxi-16-0xoliclanitin-
29-il-p-cumarato

HO OH

3a,21a-dihidroxi-16-oxoserrat-
14-en-24-ilo p-cumarato

(E)-4'-hidroxi-3'-metoxicinamato
HO—24 de 16-oxoliclanitin-29-ilo 21p-Hidroxiserrat-14-en-3,16-diona

Figura 1.23: Estructuras quimicas deserratencetonas 160xo enlazadas a unidad de cumarato y 3
0Xo0.

En conjunto, lanotable diversidad estructural exhibida por los triterpenos de los licopodios
constituye un campo de considerable interés tanto para la quimica como para la biologia. Las
multiples modificaciones, que incluya la introducciéon de grupos funcionales como ésteres,
acetatos, acidos carboxilicos, cetonas y aldehidos, asi como la variabilidad en la ubicacién y
orientacion de los grupos hidroxilo en posiciones clave com@-3, G20, G21, G24 y G29
confieren a estos compuestos una amplia gama de propiedades quimica y biolégicas (Boenya
udyatan et al., 2019).

Estas variaciones no solenriquecen la diversidad quimica del grupo, sino que también
inciden directamente en sus actividades biolégicas. Recientes investigaciones han

documentado que muchos de estos compuestos quimicos presentan efectos antiinflamatorios,
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anticancerigenos y neuroprotectoras (Zhou et al., 2020). Estudios enfocados en especies de
Lycopodiaceae han evidenciado que la combinacion especifica de funcionalidades quimicas
puede estar relacionada con actividades biol6gicas de gran relevancia. Todlo @osiciona a

los triterpenoides serratenos como un foco prometer dentro de la investigacion fitoquimica,

con aplicaciones potenciales en farmacologia y biotecnologia (Dong et al., 2019).

1.2.3 Diversidad Estructural de Triterpenos de tipo Serratano

Los triterpenoides pertenecientes al tipo serratano representa un conjunto de compuestos
naturales cuya estructura basica se compone de un esqueleto carbonado de 30 atomos de
carbono. A diferencia de los serratenos, estos triterpenoides carecen del doblelaze
caracteristicos, presentando en su lugar un nucleo policiclico completamente saturado. Uno de
los aspectos mas relevantes de su diversidad estructural radica en la presencia de grupos
funcionales oxigenados, especialmente grupos hidroxilo en posicies clave como en @4,

donde se observa una mayor frecuencia de sustituci§Boonya-Udtayan et al., 2019)

La introduccién de un grupo hidroxilo en el carbono G14 genera un nuevo centro
estereogénico, permitiendo la existencia de dos diastereoisémeros con configuraciones U 1 8
La orientacion espacial de este grupo funciondlene un impacto significativo tanto en las
propiedades fisicoquimica como en la actividad biolégica de cada uno de los isdbmeros.
Asimismo, es comun que otre centros quirales adicionales se formen en posiciones
adyacentes, como &5 y G27, lo que contribuye a la aparicién de estructuras &s complejas,

como dioles, trioles o incluso poliolegBoonyaudtayan et al., 2019;Wang et al., 2022) La
presencia de multiples grupos hidroxilo incrementa notablemente la polaridad de estos
compuestos, favoreciendo interacciones intermoleculares como los enlaces de Idigeno, lo

gue a su vez influye en la solubilidad en diferentes disolventes y en su capacidad de interactuar

con biomoléculas especificagZhou et al., 2020)

Adicionalmente, durante la biosintesis, las posiciones- y G15 pueden experimentar un
proceso de ciclacién que da lugar a un anillo oxirano de tres miembr(ghou et al., 2004) Ese
tipo de modificacion confiere rigidez estructural y aumend de la tension interna de la

molécula, afectando tanto su reactividad como su estabilidad.
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Los triterpenos de tipo serratano al igual que sus homologos serratenos, muestran una notable
variabilidad estructural. Su clasificacion suele basarse en el nimero y tipo de grupos
funcionales oxigenados presentes en los diferentes anillos del nucleo b&siasi como en la
naturaleza de los sustituyentes (Boonyaidyatan et al., 2019). Sin embargo, para efectos de
este andlisis, lo serratanos seratratados de forma independiente, con el fin de resaltar sus

particularidades quimica mas relevantes.

Dentro de este grupo destacan compuestos como el tohogenol, el tohogeninol, el flegmanol Fy
el wightianol A, todos ellos constituyen un grupo de compuestos naturales de considerable
interés en el estudio de los productos naturale§Figura 1.24). Estos compuestogomparten
como un rasgo comun la presencia de un carbono cuaternario oxigenado en la posiciétiC

con configuraciony . Su aislamiento se ha documentado desde hace mas de cinco décadas en
varias especies pertenecientes a la familiaycopodiaceae(lnubushi et al., 1965; Inubushi et

al., 1967; Sano et al; 1970; Inubushi et al., 1971; Orito et al., 1972)

El tohogenol y el tohogeninolfueron caracterizados estructuralmente por el Drinubushi y su

equipo en 1970. El tohogeninoldifiere del tohogenol por la presencia de un grupo hidroxilo

adicional en el carbono €4. En el caso ddlegmanol FJa diferencia estructural radica en que

este grupo hidroxilo se encuentra en la posicion -€9. Por su parte, elwightianol A,

considerado un derivado natural del tohogeninol, contiene un hidroxilo adicional en-20 con

Al 1T ZFECOOAAEE®I r U AE EEdQA hidddkilo i GA1, qlieAadopt®d OAOAT NOp |

Otro ejemplo notable es la japonicumina Cotro triterpenoide aislado de especies de
Lycopodiaceae,que presenta una oxidacién adicional en el carbono-12. Sin embargo, la
configuracién relativa del hidroxilo en G14 no pudo ser determinada debido a l@scasez de
material disponible para su analisis. Finalmente, se encuentradtido licernuico Eobtenido a
partir de Lycopodium cernuumcaracterizalo por la presencia de un grupo carbdio en G24,

acompafado de tres grupos hidroxilo localizados en los carbon@s3, G14 y G21, todoscon

~ N s o~ 2

Los triterpenos de tipo serratano presentan, en sus posiciones&y/o C-21, grupos hidroxilo
gue pueden ser modificados gquimicamente mediante reacciones de acetilacion. Esta

transformacién da lugar a compuestos acetilados tales como telacetato de flegmanol F, el



Capitulo 1 Panorama Actual del Conocimiento 43

diacetato de tohogenol, el triacetato de tohogeninol y el acetato de wightianol A (Figura 1.25).

Estos derivados se caracterizan por la incorporacién de grupos acetato en casi la totalidad de

los hidroxilos presentes en sus precursores, exceptuandodemadd 1 T OAAT DHdl COODI
C-14, el cual permanece intacto durante el proceso de acetilacién (Inubushi et al., 1971; Orito

et al., 1972; Miller et al., 1973; Tsuda et al., 1980).

Wightianol A Japonicumina C Acido Licernuico E

Figura 1.24: Estructuras quimicas dealgunos serratanos triterpenoides.

AcO 24

Triacetato de Flegmanol F  Diacetato de Tohogenol Triacetato de Tohogeninol  Acetato de Wightianol A

Figura 1.25: Estructuras quimicas dealgunos serratanos triterpenoides acetilados.
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Entre los triterpenos tipo serratano destaca una serie de polioles aislados @éphasiastrum
complanatum, especificamente elcomplanatumol C y complanatumol D (Figura 1.26). El

primero posee siete grupos hidroxilo lezalizados enG3], Gp 1 Sh m G¢ phy -B4, G X ¥

CG-29, confiriéndole un caracter marcadamente polarYan, et al., 2010).En contraste el
complanatumol D contiene cinco grupos hidroxildcGo 1 hp t# 4 p #-B4y#c x4t h AAAT UO
de un éster de acidg-cumarico en C29. Esta Ultima modificacion reduce su polaridad yleera

su comportamiento en sistemas biolégicos (Yan, et al., 2010).

HO
HO 3B,21a-Licoflegmariol D HO 3,21a-Licoflegmarina
Figura 1.26: Estructuras quimicas deA T | D1 AT AOOI T 1 #h AT iLibofle§rhabiddmy 11 $h or hg

o1 h disoflegmarina.

Otro compuestorelevante es elo  h dignflegmariol D, cuya estructura guarda similitud con
la delflegmanol A (Figura 1.18), diferenciandose principalmenten la presencia de un grupo
r-OH en la posicion €4. Asimismo,o [ h digoflegmarina, comparte una estrecha relacion
estructural cono 1 h dignflegmariol D, salvo por la sustitucion del hidroxilo en €9 por un
metilo (Figura 1.26). Dichas diferencias estructurales han mostrado repercusiones tanto en
sus propiedades quimicas como en su actividad bagica (Wittayalai et al., 2012; Nguyen et
al., 2015).

De manerasimilar, el difasiastrol, identificado como un serratan@ { hpt { hpuvy henyf hgpr hgr

heptol, guarda una estrecha relacién con el complanatumol B, aunque presenta una inversion
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en la configuracion de € y carece de un hidroxilo en 7 (Figura 1.27). Ambos compuestos

fueron aislados deDiphasiastrum complanatun{Yan et al., 2008; Yan et al., 2010).

Serratano-3a,14a,15q,

Complanatumol B 208, 21, 24, 29-heptol

Figura 1.27: Estructuras quimicas decomplanatumol By Serratanesc {f hpt 4y hpu |t h emnr h
heptol.
Dentro de este grupo de polioles destaca también ebmplanatumol A,caracterizado por la
presencia de un grupo carbonilo en-@, acompafiado de un hidroxilo terciario en @4, cuatro
hidroxilos secundarios enGp v | -§ T #-§ p # -cUx 4861 como dos grupos hidroximetileno
en G24 y G29 (Figural.28). Por esta razon, también se denominatly h puv | h ¢mr h
29-heptahidroxiserrat-3-ona(Yan et al., 2010)

OH

“, %,
: 0
0 0
0 - /@)\0 .
HO 3p14a150,21ac- HO 3B,140,15¢,2 1a-
OCHz Tetrahidroxiserrat-3-(3'- Tetrahidroxiserrat-21-acetil-
metoxi-4'-hidroxibenzoato) 3-(4'-hidroxibenzoato)

OCH,

OH

Complanatumol A Licernuico A
Figura 1.28: Estructuras quimicas des 1 h p 1 | h {Jetrahfuroxisgrrat-3-§ eneetoxi-t e
EEAOI GEAAT Ul A QT -Tdirahidrpxiserrat 2 b-acetilt35 Ghdroxibenzoato),
Complanatumol Ay Licernuico A.

CPr

CPT

¢

5¢
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Entre los derivados aromaticos destacan los compuestasy h p T 4 h -petahidraxiperrat -

3-j enmetoxi-t EAOT GEAAT UT AOT Qq -tetrahidroxisérrat t24-acetib3 fecep |
hidroxibenzoato) ambos con una unidad de benzoaten Go AT 1 AT 1 AFECOOAAES&I]
diferencias en el patrén de sustitucién del anillo aromético y la presencia o ausencia de un

grupo acetilo en G21 les confieren propiedades UnicagYan et al., 2012)

Por otro lado, el licerniico A, aislado dePalhinhaea cernuadestaca por poseer unéster
vainillico en la posicién G-15. La configuraciénestereoquimicaCGo r Gp t Cp v 4 Gdp 1 h
determinada mediante andlisis espectroscépico, sugiere una conformacién molecular
especifica(Li et al., 2017).

Dentro de los polioles con funcionalizacién carboxilica en su estructura, los acidazrnuico

C, Dy RFigura 1.29)comparten el esqueleto bésico serratano, aunque presentan variaciones
en la configuracion de los hidroxilos en @ y G21, asi como en el sustituyente en la posicion
G-29 (Zhang et al., 2002Yan et al., 2006)

o
OH

14,15B-Epoxiserratan-3f3,213,29-triol

HO Acido 3B, 14w, 150, 21p-
tetrahidroxiserratan-24-oico-34-il-
(4'-metoxi-5"-hidroxibenzoato)

Acido 3B, 14w, 15q, 21p, 29-
pentahidroxiserrat-14-en-24-
oico 3f-(4-hidroxibenzoato)

Figura 1.29: Estructuras quimicas deserratanos triterpenoides con acido carboxilico en-@4 y
p T 1 h-Bpoxiserratano [ h ¢ ptfioh ¢ w
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Cabe destacar también los polioles con sustituyentes aromaticos, como &oglos benzoicos y

sus derivados en €3, cuyas variaciones en la cantidad y posicién de grupos metoxilo e

hidroxilo en el anillo aromatico afecta significativamente la polaridad y la capacidad para

formar enlaces de hidrogeno. Un ejemplo claro es elJAEAT orhpt i hpouy!
tetrahidroxiserratan -24-oico-o Ffil-} en@etoxi-u d@droxibenzoato) (Yan et al, 2009; Nguyen et

al., 2015).

Algunas modificaciones adicionales incluyen la formacién de epoxidos entre los carbor@s
14 y G15, como en el caso d@ T 1 h-gpoxjserratan-o  h ¢ ptfioh, que también presenta
un grupo hidroximetileno en G29 y un epéxidor -configurado (Zhou et al., 2004)Este tipo de
derivados epoxidicos ha sido identificados no solo en licopodiaceas, sino también en familia
comoPinaceae sugiriendo un posible mecanismo biogenético compartid@anaka et al, 2001,
Tanaka et al, 2004)

En conclusién, & familia de los triterpenos de tipo serratanalestaca por su notable diversidad
estructural, derivada en gran parte de la presencia de multiples centros estereogénicos y la
capacidad de sus esqueletos carbonados en sufrir diversas modificaciones oxidativas. Las
hidroxilaciones en posiciones clave (@3, G14, G21 y G29), asi como la introduccién de
sustituyentes como benzoatos, acetatos y epdxidos, generan una amplia gama de analogos.
(Boonyarudyatan et al.,2019).Estas caracteristicas estructurales han despertado un interés
creciente en su potencial aplicacion farmacoldgica y en desarrollo de nuevos agente

bioactivos

Ademas, la incorporacion de grupos sustituyentes como los benzoatos, acetatos, incluso
heterociclos como los epdxidosafiade una complejidad adicional a la estructura quimica de
los serratanos. Estas modificaciones permiten una amplia variedad de analogos con
propiedades fisicoquimicas y biol6gicas diferenciadas. La versatilidad de estos compuestos,
junto con su potencialbioactivo, los convierte en candidatos prometedores para el desarrollo

de nuevos farmacos y otras aplicaciones biolégicas.

1.2.4 Triterpenos Miscelaneos de Lycopodiaceae

Dentro de la amplia gama detriterpenos identificados en la familia Lycopodiaceae, se

encuentra un grupo queno encajadentro de las categorias estructurales predominantes,
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conocidos como triterpenos misceldneos. Uno de los representantes mas destacados de este
grupo es elserrat-14-en-o fil-acetato, el cual presenta una modificacion particular en la
posicién G21, dondeun grupo metileno sustituye a la funcionalidad habitual observada en

otros triterpenoides (Wang et al., 2014).

(30,13R,145,21B)-3,21,24-Trihidroxi-16(15 —
Serrat-14-en-3-fB-il-acetato 14)-abeoserratan-15-al

Figura 1.30: Estructuras quimicas deriterpenoides de tipo serrateno miscelaneos.

Por otro lado, dentro de estos compuestos menos comunes, se encuentraserrateno que

incorporan grupos carbonilo en su estratura, lo cual es relativenente escasos en la

naturaleza. Esta baja frecuencia podria explicarse por la elevada reactividad quimica de los

carbonilos, que los hace susceptibles a sufrir transformaciones adicionales. Un ejemplo

TTOAAT A AR AOOA OOAAI RGO ¢ hH22qdairihidioki Fpbpd Ao@ip tjQoy hp o
abeoserratan15-al, caracterizado por la presencia de un grupo aldehido enlG y una serie

de hidroxilos en las posiciones G, G21 y G24 (Yan, et al., 2005; Wang, et al., 2014).

1.2.5 Alcaloides presentes en la Familia Lycopodiaceae

Las especies pertenecientes a la familia Lycopodiaceae son reconocidas por la presencia de un
grupo distintivo de compuestos nitrogenados heterociclicos conocidos comalcaloides de
Lycopodium Estos compuestos quimicos destacan por su elevada complejidad estructural,
caracterizada por esqueletos policiclicos de carbono que integran atomos de nitrégeno en su
arquitectura. Predominantemente, estos alcaloides presentan nucleos formados por 16
atomos de carbono y uno o dos atomos de nitrogen@isN y GsN2), configurando sistemas
triciclicos y tetraciclicos. Aunque también se han reportado alcaloides con estructuras basadas

en otros tamafos de nucleo, tales com@i1N, GsN2, G2N2 y G7Ns, los derivados GsN y GsN2
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contintan siendo los mas representativos dentro de esta familiédirasawa et al., 2004 Ma et
al., 2009.

La diversidad estructural observada en estos alcaloides se ve acentuada por la variedad de
patrones de oxidacién presente en sus esqueletos carbonados, lo cual no solo incrementa su
complejidad quimica, sino que también les otorga una amplia gama de progéeles biologicas

y farmacolégicas (Hirasawa et al., 2004)

16,/,,’ .
11
10
s C
/ Ne N7 QOaps. O
| H
1
Licopodina Licodina Fawcettimina Flegmarina

Figura 1.31: Compuestos significativos de las cuatro principales clases de alcaloideslgeopodium.

En cuanto a su clasificacion, el investigador W. A. Ayer realizé aportes fundamentales que
marcaron un precedente en el estudio de estos compuestos. A partle caracteristicas
estructurales comunes, Ayer propuso una tipologia en cuatro clases principales: la clase de la
licopodina, la licodina, la fawcettimina y un grupo miscelaneo. Cadaade estas clases agrupa
alcaloides con patrones estructurales definidos, siendo licopodina, licodina, fawcettimina y

flegmarina (Figura 1.31) ejemplos representativos @ cada categorialAyer et al., 1994).
A Alcaloides de la Clase Licopodina

La clase de ldicopodina constituye el grupo mas extenso y ampliamente distribuido dentro de
los alcaloides presentes en la familia Lycopodiaceae. Hasta el momento, se han identificado
aproximadamente 157 compuestos pertenecientes a esta categoria, caracterizados por
compartir una arquitectura estructural comun. La caracteristica distintiva de estos alcaloides
radica en su sistema tetraciclico, compuesto por la fusién de cuatro anillos de seis miembros,

gue adoptan un nucleccis-quinolizidinico a través de la conexion entre los céonos G4y G
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13. Ademas, la presencia de grupos carbonilo en las posicione§ ¢, algunos casos, en€del

anillo B, afiade un nivel adicional de complejidad estructural moleculdMa et al., 2004).

Entre los compuestos méas representativos de esta clase destacdidapodina (Figura 1.31),
reconocida como el primer alcaloide de este tipo descrito. Su estructura se caracteriza por la
DOAOGAT AEA AA AAOAT 1 EyiGH asj cordd porlurAh@drogehoGefciartd led A O
el carbono CG7. Estos grupos son susceptibles a procesos de oxidm, lo que favorece la
formacion de grupos hidroxilo en dichas posiciones. Adicionalmente, el nitrdgeno contenido

en el ndcleo de la licopodina también puede ser @io de modificaciones oxidativas, lo que

ampliaatnmas la diversidad quimica de estos compuesto&ai et al., 2015).

A pesar de esta reactividad, los anillos A, B yeghiben una notable estabilidad conformacional,
mientras que la mayoria de las transformaciones estructurales se concentran en el anillo D.
Esta particularidad confiere a los alcaloides de la clase licopodina una versatilidad estructural
significativa, loque ha motivado swcontinuo estudio e interés dentro del campo de la quimica

de productos naturales(Koyama et al., 20@).
A Alcaloides de la Clase Licodina

La clase licodina comprende un conjunto de 67 alcaloides identificados hasta la actualidad,
reconocidos por su particular configuracion estructural. A diferencia de los alcaloides de la
clase licopodina, los compuestos de esta categoria exhiben una apeatdel anillo A, el cual se
reestructura formando un sistema aromatico de tipo piridina o piridona. Asimismo, el anillo C
sufre una transformacién hacia un sistema de hexahidropiridina, rasgos que les confieren una

singularidad tanto quimica como biolégicdlshiuchi et al., 2011).

f \
A A 0 ~ ~ 0
Huperzina A Huperzina B N-metil-Huperzina B Huperzinina

Figura 1.32: Estructuras quimica de algunos alcaloides representativos de la clase licodina.
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Uno de los aspectos mas destacados de los alcaloides pertenecientes a esta clase es su
capacidad para inhibir la enzima acetilcolinesterasa (AChE), actividad que ha captado la
atencion de la comunidad cientifica. Entre los compuestos mas relevantes se anrdtan la
huperzina A (Hup A), huperzina B\-metil-huperzina B y huperzinina (Figura 1.32), todos ellos
reconocidos por su eficacia como inhibidores de AChE. En particular, la huperzina A ha sido
objeto de numerosos estudios desde su aislamiento en 198partir de la especieLycopodium
serratum (sin. Huperzia serratg por Liu y colaboradores, quienes identificaron su potente
efecto inhibitorio (Liu et al., 1986).

El perfil farmacolégico de estos alcaloides ha impulsado investigaciones orientadas al
desarrollo de terapias para enfermedades neurodegenerativas, especialmente el Alzheimer,
dada la implicacion de la acetilcolinesterasa en la regulacion de neurotransmiss clave. Las
propiedades terapéuticas observadas en estos compuestos han consolidado a la clase licodina
como un foco de interés en el campo de la quimica medicinal y la farmacologia de productos
naturales (Ayer et al., 1994; Liu et al., 1994; Takayamaa., 2002; Yin et al., 2006).

A Alcaloides de la Clase Fawcettimina

La clase fawcettimina comprende un total de 144 alcaloides aislados de especies de
Lycopodium cuyo origen estructural puede rastrearse a partir de una modificacion particular
del esqueleto base de la clase licopodina. Esta transformacién clave involucra la ruptura del
enlace entre los carbonos @ y G13, acompafiada por la formacion de un nuevakace entre

G4 y G12. Como consecuencia, el carbono-X3, liberado de su enlace original, se torna
altamente reactivo, predisponiéndose a procesos de oxidaciénrzluso a la ruptura del enlace
NzGCis, lo cual favorece la aparicion de grupos carbonilo en esa posicion. Esta reconfiguracion
confiere una caracteristica distintiva a los alcaloides de esta clase: la presencia de un anillo B
de cinco miembros, estructura ausente en otras clases de alcaloid&atakawa et al., 2007,
Pan & Williams, 2012).
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Licopoclavamina A Palhinina A
Figura 1.33: Estructuras quimicas de licopoclavamina A y palhinina A.
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El alcaloide fawcettimina, considerado el compuesto modelo de esta clase (Figura 1.31),
presenta un comportamiento tautomeérico interesante, manteniéndose en equilibrio entre dos
formas, una carbinolamina y una cet@mina. La forma carbinolamina se distinge por
conservar el enlace G, similar a la estructura reportada para la licopoclavamina A
(Katakawa et al., 2011). Por su parte, la forma cetamina se caracteriza por la ausencia de
dicho enlace, como es el caso de la palhinina A, representada en tufa 1.33 (Wang et al.,
2013; Zhu et al., 2018).

A Alcaloides Miscelaneos

El grupo miscelaneo de alcaloides presentes en las especied.geopodiumabarca un conjunto
heterogéneo de compuestos que no encajan dentro de las estructuras definidas para las clases
licopodina, licodina o fawcettimina. Esta categoria comprende un total de 75 alcaloides, entre
los cuales la subclase de las flegmarinas destacomo la més representativa (Cao et al., 2017;
Wang et al., 2022).

Una de las particularidades estructurales que distingue a estos alcaloides radica en la
conectividad del carbono &. A diferencia de los patrones observados en las otras clases, en
este grupo el & no establece enlaces con los carbonos1@ ni G13. La fegmarina,
ejemplificada en la Figura 1.31, constituye un claro ejemplo de esta singularidad. Su estructura
ha sido considerada por diversos autores como un posible precursor biosintético de los
esqueletos que caracterizan a las demas clases (Ma et alQ80De hecho, mediante reacciones
de acoplamiento carbonecarbono, el carbono € de la flegmarina posee la capacidad de
formar nuevos enlaces con 2 o G13, lo que podria originar las arquitecturas policiclicas

tipicas de los alcaloides licopodina, lmdina y fawcettimina (Wang et al., 2022).

1.2.6 Estudios Quimicos de Plantas del Género Phlegmariurus

La investigacion fitoquimica en el géner®hlegmariurusse ha enfocado principalmente en la
bldsqueda e identificacion de compuestos bioactivos, con especial interés en aquellos que
exhiban propiedades citotoxicas o capacidad inhibitoria sobre enzimas, comparables o
superiores a las observadas en triterpenoideg alcaloides previamente caracterizados (Yang

et al., 2016). Aunque hasta la fecha no se han hallado compuestos con un perfil farmacolégico

tan relevante como la conocida huperzina A, la riqueza quimica de este género continla
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ofreciendo un campo amplio y adn poco explorado para el descubrimiento de nuevas

moléculas con potencial terapéutico (Ma & Gang, 2008; Nguyen, 2018).

Phlegmariurus comparte un perfil quimico diverso con otros géneros de la familia
Lycopodiaceae, destacandose la presencia de alcaloides pertenecientes a las clases licodina,
licopodina, fawcettimina y un grupo miscelaneo, ademas de triterpenoides tipo serrateno y
serratano, y diterpenos con esqueleto abietano (Wittayalai et al., 2012; Yang et al., 2016). Esta
diversidad quimica, que también caracteriza a géneros conycopodiumy Huperzia, ha sido
objeto de numerosos estudios (Liu et al., 2016). Sin embargmo de los principales obstaculos
para consolidar el conocimiento quimico dePhlegmariurus radica en las inconsistencias
taxondmicas, producto de la constante reclasificacion de especies entre este géndruperzia

Las discrepancias existentes entre la clasificacion aceptada por el Pteridophyte Phylogeny
Group (PPG) y la utilizada en estudios fitoquimicoan dificultado la construcciéon de un

panorama claro sobre la quimica de este grupo (Luo et al., 2010).

|
Phlegmariurus carinatus Phlegmariurus
nummulariifolius squarrosus

Phlegmariurus phlegmaria gmariui‘u saururu Phlegmariurus

Figura 1.34: Algunas plantas del géner@hlegmariuruscon reportes de estudios fitoquimicos.

Aunque se estima que el género comprende alrededor de 250 especies, el nimero de aquellas
gue han sido objeto de estudios guimicos es reducido. Hasta el momento, las investigaciones
se han concentrado en un pufiado de especies, sierRldegmariurus carinatuqLiu et al., 2022;
Wang et al., 2022; Thamnarak et al., 2023; Thaisaeng et al., 20l)fargesiiPan et al., 2014;
Hao et al., 2016)P. fordii (Xinhui et al., 2002),P. phlegmaria(Wang et al., 2016; Jiang et al.,
2022), P. squarrosugYan et al., 206; Liu et al., 2014; Li et al., 2015; Liu et al., 2015},
yunnanensigXie et al., 2010)P. saururugVallejo et al., 2020)P. henryi(Liu et al., 2016)y P.
nummulariifolius (Nakayama et al., 2016) las mas representativas (Figura 1.34). A excepcién
de P. saururus estudiada principalmente en Argentina, la mayoria de los trabajos mas

detallados provienen de Asia, en particular de China, Japon, Corea del Sur y Tailandia (He et
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al., 2009; Nilsu et al., 2018; Tang et al., 2019; Chen et al., 2020). Esta concentracion geogréfica
evidencia un sesgo que ha dejado sin explorar gran parte de la diversidad quimica de especies

provenientes de otras regiones.

Hasta ahora, el estudio fitoquimico del género ha revelado la presencia de 111 alcaloides, 32
triterpenos y 3 diterpenos (Yang et al., 2016; Hao et al., 2016; Liu et al., 2016; Nilsu et al., 2018).
No obstante, este niUmero representa apenas una fraccionl g@tencial quimico que albergan
las especies dePhlegmariurus Se estima que la mayoria de las especies, particularmente
aquellas localizadas en el continente americano, aiin no han sido estudiadas en profundidad
(Bauret et al., 2018). Esta amplia reservde biodiversidad, practicamente inexplorada, ofrece
una oportunidad invaluable para el descubrimiento de nuevos compuestos bioactivos con
aplicaciones potenciales en medicina y otras &reas cientificas. Por ello, resulta esencial
fomentar investigaciones ofentadas a ampliar el conocimiento quimico de este género,

prestando especial atencidn a las especies provenientes América del sur.

1.2.7 Investigacion Fitoquimica de especies de Licopodios Colombianos

El géneroPhlegmariurusha experimentado una notable diversificacion en la region andina, un

fenbmeno ampliamente estudiado desde una perspectiva filogenética. Diversas
investigaciones han destacado el papel crucial de factores geogréficos, particularmente la
altitud, en la evolicion de estas especies. Esta variabilidad no solo influye en aspectos
genéticos y ecolbgicos, sino que también podria modular la biosintesis de compuestos

guimicos (Bauret et al., 2018; Testo et al., 2018).

En Colombia, la diversidad de especies del génemhlegmariurus es especialmente
significativa. Recientemente, se han descrito nuevas especies, cdatnbegmariurus cocuyensis

y Phlegmariurus idroboj lo que refleja avances importantes en el conocimiento de la flora local.
Los estudios botanicos vy filogenéticos han permitido trazar tanto la distribucion geogréafica
como la variabilidad morfologica de estas especies, aportando informacion valiosa para s
taxonomia, conservacion y comprension evolutiva (Testo &tl., 2018; @ligaard, 2019). Sin
embargo, a pesar de estos avances, el conocimiento sobre la composicion quimica de las
especies colombianas sigue siendo escaso, dejando un vacio significativo en cuanto a su

potencial como fuente de compuestos bioactivos.
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La informacion disponible sobre los constituyentes quimicos de las licopodiaceas colombianas
es limitada. Uno de los pocos estudios relevantes se remonta a 1974, cuando Ayer y Dikko
realizaron una investigacion fitoquimica preliminar en dos especies recattadas cerca de
Bogota: Lycopodium contiguumy Lycopodium thyoides(actualmente reconocidas como
Lycopodium clavatumsubsp. contiguum yDiphasiastrum thyoide} Utilizando técnicas como
cromatografia en capa delgada (CCD), espectroscopia infrarroja (IR) y espectrometria de
masas (MS), identificaron varios alcaloides caracteristicos de la familia, incluyendo licopodina,
fawcetiina y sus derivados acetilados, asbmo clavolonina (Figura 1.35) (Ayer & Dikko, 1974;
Braekman et al., 1974).

OH
HH : s

Fawcettiina Acetildehidrolicopodina  Acetilfawcettiina -
~ 24-acetoxiserratenediol

OH

HO 0 OH Licophlegmariol F

HO

Figura 1.35: Algunas alcaloides y serratenos aislados de licopodios Colombianos.

En afios mas recientes, el grupo de investigacion en Productos Naturales Vegetales Bioactivos
y Quimica Ecologica de la Universidad Nacional de Colombia (sede Bogota) ha realizado
avances significativos en la caracterizacién quimica del género. En partiaylevaron a cabo

un estudio fitoquimico exhaustivo del extracto etandlico de las partes aéreas Bblegmariurus
cruentus Como resultado, lograron aislar y caracterizar cuatro nuevos triterpenoides de tipo
serrateno: 24-acetoxiserratenediol, lycophlegmaiol E, lycophlegmariol F y 3acetil-serratriol
(Figura 1.35). Ademas, identificaron cinco triterpenos ya conocidos: phlegmanol C, acetato de

3-serratenediol, 2l-epi-serratenediol, serratenediol y 2Zepiserratriol. La elucidacion
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estructural y la determinacion de las configuraciones relativas de estos compuestos se
realizaron mediante técnicas avanzadas como HRESIMS y espectroscopia de RMN,
complementadas con rotacidén Optica especifica (Aponte, 2022). Estos hallazgos representan
un hito en la fitoquimica de los licopodios colombianos y abren nuevas perspectivas para la

exploracién de otras especies del género.

Uno de los casos mas prometedores es el Bdlegmariurus hippurideusuna especie andina
cuya investigacion fitoquimica esta en desarrollo y cuyos resultados se discutiran mas adelante
en este trabajo. La falta de estudios sistematicos sobre la composicion quimica de las especies
de Phlegmariurusen los Andes colombianos subraya la necesidad de continuar y ampliar estas
investigaciones. El analisis detallado de sus fitoconstituyentes no solo contribuira a una mejor
comprension de la quimica del grupo, sin@ue también podria revelar compuestos con
aplicaciones importantes en farmacologia y biotecnologia, consolidando el potencial bioactivo

de estas especies aln poco exploradas.

1.3 Aspectos biologicos de los compuestos naturales aislados de
Licopodiaceas

Las plantas de la familia Lycopodiaceae representan una fuente invaluable de metabolitos
bioactivos, destacandose por su diversidad quimica y su amplio potencial farmacoldgico. A lo
largo de la historia, estas especies han sido valoradas tanto en la maukiciradicional como en

la investigacion cientifica moderna, gracias a la presencia de compuestos como alcaloides y
triterpenoides, los cuales poseen un notable interés terapéutico (Boornadtayan et al., 2019).
Entre las actividades bioldgicas mas relevaas de estos metabolitos se encuentran sus efectos
citotoxicos y quimiopreventivos, asi como sus propiedades antioxidantes, antiinflamatorias,

antivirales y su capacidad para inhibir la enzima acetilcolinesterasa.

1.3.1 Actividad Citotoxica y Quimiopreventiva

Entre los metabolitos secundarios aislados y purificados de las licopodidceas, los
triterpenoides de tipo serratano y serrateno han captado especial atencién en el campo de la
quimica de productos naturales debido a su potencial biolégico. Su compleja estura
guimica les otorga estabilidad y especificidad, caracteristicas que se traducen en su capacidad

para inducir apoptosis en células tumorales (Zhou et al., 2020; Wang et al., 2022; Giang et al.,
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2022). Estos compuestos no solo han mostrado resultados alentadores en estudiowitro,
sino que también han demostrado eficacia en model@s vivo, posicionandose como
candidatos prometedores para el desarrollo de terapias contra el cancer (Dong et 2019; Jo
et al., 2020).

Un ejemplo destacado es el de los triterpenoides aislados Hgcopodium
complanatumy Lycopodium japonicum los cuales han exhibido una actividad citotoxica
significativa frente a diversas lineas celulares cancerigenas, como HepG2 (carcinoma
hepatocelular), MCF7 (cancer de mama) y A549 (cancer de pulmaon). Estos compuestos actlan
inhibiendo la proliferaciéon cdular y promoviendo la apoptosis, lo que los convierte en agentes
promisorios para el tratamiento del cancer (Dong et al., 2019; Zhang et al., 2018#).particular,

el triterpenoide serrateno B, aislado dd.ycopodium phlegmaria ha demostrado una accion
selectiva al inhibir el crecimiento de células leucémicas, reforzando asi su potencial

terapéutico frente a ciertos tipos de cancer (Wittayalai et al., 2012).

Ademas, los mecanismos moleculares mediante los cuales estos triterpenoides ejercen sus
efectos antitumorales han sido ampliamente estudiados. Se ha demostrado que acttan
regulando diversas vias de sefializacién celular involucradas en la apoptosis. En cetw;
modulan el equilibrio entre proteinas pro-apoptéticas, como Bax y Bak, y proteinas anti
apoptéticas, como BeR y BekXL (Lin et al., 2010; Wang et al., 2018). Esta regulacion facilita la
liberacion del citocromo C desde las mitocondrias hacia el o#ol, un paso clave para la
activacion del complejo apoptosoma. Este complejo, a su vez, desencadena una cascada de
activacion de caspasas, siendo la caspa3da responsable de ejecutar la fase final de la

apoptosis (Ham et al., 2012).

1.3.2 Inhibicién de la enzima acetilcolinesterasa (AChE)

Entre los alcaloides mas destacados aislados de especies de la familia Lycopodiaceae se
encuentra la huperzina A (HupA), un compuesto originalmente identificado en Huperzia
serrata y posteriormente encontrado en otras especies del grupo. Este alcaloidedemnerado

un gran interés debido a sus efectos positivos sobre la memoria y el aprendizaje, lo que lo
convierte en un candidato prometedor para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas como el Alzheimer y otras formas de demencia. Su mecanism@deon

principal radica en la inhibiciébn de la enzima acetilcolinesterasa (AChE), encargada de



58 Algunos Constituyentes Quimicos y Actividad Biologica d& hippurideugLycopodiaceae)

degradar la acetilcolina, un neurotransmisor clave para el funcionamiento cognitivo. Al
bloguear la actividad de esta enzima, la huperzina A aumenta los niveles de acetilcolina en el
cerebro, mejorando la comunicacion entre neuronas y fortaleciendo procescognitivos como

la memoria y el aprendizaje (Calderon et al., 2013; Dymek et al., 2021).

La huperzina A se distingue por ser un inhibidor altamente selectivo y potente de la AChE, lo
gue la posiciona como una opcion terapéutica relevante para mejorar los sintomas del
Alzheimer. Su eficacia ha sido confirmada en diversos estudios experimentaldsnde se ha
observado una mejora significativa en la memoria de trabajo y en habilidades relacionadas con
el aprendizaje espacial (Zhang et al., 2008; Zhi et al., 1995; Ohba et al., 2015).

Sin embargo, los beneficios de la huperzina A no se limitan a su acciéon sobre la AChE.
Investigaciones recientes han demostrado que este compuesto también posee efectos
neuroprotectores adicionales. Por ejemplo, se ha observado que reduce el dafio oxidavo

las neuronas al potenciar la actividad de enzimas antioxidantes como la glutatién peroxidasa
(GSHPXx) y la catalasa (CAT), lo que ayuda a contrarrestar el estrés oxidativo y a preservar la
salud neuronal (Xiao et al., 2000). Ademas, la huperzina A infe en el procesamiento del
precursor de amiloide (APP), favoreciendo una via no amiloidogénica que reduce la
AAOI 61 AAE&T -dmioid® urld Glistaricia asociada con la formacion de placas

cerebrales en pacientes con Alzheimer (Wang et al., 2012).

Otro aspecto relevante es su capacidad para regular factores de crecimiento neuronal y
atenuar procesos inflamatorios, ambos cruciales para la proteccidon del sistema nervioso
central en contextos neurodegenerativos (Wang & Tang, 2005; Qian & Ke, 2014)fisimo, se

ha demostrado que la huperzina A ayuda a preservar la integridad mitocondrial al reducir la
acumulacion de radicales libres, lo que favorece el mantenimiento de la funcién energética
celular y limita los efectos negativos del estrés oxidatvo dn AOOT T A0 A amibideOOA O
(Yang et al., 2012).

Ademas, este alcaloide modula el equilibrio entre proteinas prapoptéticas y anti
apoptéticas, reduciendo la muerte neuronal y protegiendo las células nerviosas de la

disfuncion observada en modelos experimentales de Alzheimer (Wang & Zhang, 2001).

Un aspecto clave de la huperzina A es su capacidad para atravesar la barrera hematoencefalica

(BHE), lo que le permite actuar directamente en el sistema nervioso central. Esta caracteristica
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no solo facilita la inhibicién eficaz de la AChE, sino que también amplifica sus efectos
neuroprotectores. En modelos de neurotoxicidad, se ha observado que la huperzina A reduce
el dafio causado por agentes toxicos en el tejido nervioso (Gordon et al., 200allement et al.,
2002). Esta propiedad le permite intervenir en multiples procesos intracerebrales, como la
AEOI ET OAEe&T AA lawiloided @ ipratécdich éostia la diskungion mitocondrial,
aspectos fundamentales para su eficacia en estodipreclinicos sobre el Alzheimer (Zangara,
2003).

1.3.3 Actividad Antioxidante

Numerosos estudios han resaltado la capacidad antioxidante de las especies pertenecientes a
la familia Lycopodiaceae, destacando su papel en la proteccién celular contra el estrés
oxidativo y el deterioro asociado. Este efecto no solo complementa su aal&d inhibidora de

la acetilcolinesterasa (AChE), sino que también amplia sus beneficios en contextos
neuroprotectores. Especies comolycopodium clavatumy Lycopodium thyoides han
demostrado ser eficaces para reducir la peroxidacién lipidica y aumentar lectvidad de
enzimas antioxidantes clave, como la catalasa (CAT) y la superdxido dismutasa (SOD), en
tejidos cerebrales de modelos animales. Estas propiedades sugieren un potencial terapéutico
prometedor frente a enfermedades neurodegenerativas vinculadasl aestrés oxidativo
(Konrath et al., 2012).

Ademas, investigaciones recientes han revelado que las capsulas de esporopolenina obtenidas
de Lycopodium clavaturtienen la capacidad de proteger aceites ricos en acidos grasos omega
3 contra la oxidacién, actuando como neutralizadores eficaces de radicales libres. Este hallazgo
no solo refuerza el valor antioxidante de las especies dgcopodium sino que también amplia

su posible aplicacion mas alla del ambito neuroldgico, abriendo puertas para su uso en la

preservacion de compuestos bioactivos sensiblesla oxidacion (Thomasson et al., 2020).

En modelos experimentales de colitis inducida en ratas, los extractos dgcopodiumhan
mostrado efectos antioxidantes significativos. Estos se evidencian por la reduccion en los
niveles de malondialdehido, un marcador de dafio oxidativo, y por el aumento en la actividad
de antioxidantes enddégenos como el glutation reducido (GSH) y la S(#3tos resultados

sugieren que estas especies podrian ser Utiles en el manejo de enfermedades inflamatorias
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cronicas, ya que ayudan a mitigar el estrés oxidativo y la inflamacion asociada (Bastaki et al.,
2022).

Por otro lado, ensayos realizados tantan vitro como ex vivohan confirmado los efectos
antioxidantes de estas especies en tejidos cerebrales, reforzando su importancia en la
proteccién del sistema nervioso central. Este potencial no solo ha sido respaldado por la
investigacion cientifica moderna, sino que tambiérencuentra sus raices en la medicina
tradicional sudamericana, donde se han utilizado histéricamente para tratar afecciones

relacionadas con el sistema nervioso (Konrath et al., 2012).

1.3.4 Efectos Antiinflamatorios y Antivirales

Lycopodium japonicum una especie originaria de Asia, ha ganado reconocimiento por sus
propiedades antiinflamatorias y antivirales, siendo ampliamente utilizada en la medicina
tradicional china para tratar afecciones como inflamaciones, esguinces y debilidad muscular.
Su efi@cia terapéutica se debe a la presencia de diversos compuestos bioactivos, entre los que
destacan alcaloides y triterpenoides. Estos compuestos han demostrado inhibir enzimas clave
involucradas en procesos inflamatorios, lo que contribge a reducir la inflamaciéon en los
tejidos afectados (Chen et al., 2020).

Algunos de los compuestos aislados de japonicumhan mostrado una capacidad notable para
modular la respuesta inflamatoria, principalmente a través de la inhibicién de mediadores
ATl 1T Al EAAOT-O" QOAI RAOPOT OAp&RA NOET AGA bPouy
Este mecanismo resulta en una dismucion de la produccion de 6xido nitrico y citoquinas
proinflamatorias, lo que refuerza su potencial en el tratamiento de enfermedades

inflamatorias crénicas (Cho et al., 2017).

Ademas de sus efectos antiinflamatorios, estudios recientes han revelado que los extractos de
Lycopodium japonicumbi OAAT O1T A AAOQOEOEAAA EITEEAEAF OA
glucosidasa. Esto resulta especialmente beneficioso para el manejo de los niveles de glucosa
en sangre, particularmente en pacientes con diabetes. Este efecto hipoglucemiante se atribuye
principalmente a la accion de triterpenoides y otros metabolitos presentes en la planta, los
cuales interfieren en la absorcién intestinal de gluzsa, contribuyendo asi al control glucémico
(Chen et al., 2020).

o+ A

OECT E /
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, A E1 EE AE AEdddidasad Ao sblodofrece beneficios metabdlicos, sino que también
afecta el proceso de maduracién de glicoproteinas esenciales para la replicacion de ciertos
virus, como el virus de la hepatitis B. Este hallazgo sugiere un efectdiginal adicional de los
extractos deL. japonicum con implicaciones importantes en la prevencién y tratamiento de
ET ZAAAET T AO OEOAI AO AO8TEAAO joEIihAE AO Al 8h ¢
actividad antiviral de esta especie frente atros patdgenos, como el VIH, destacando su
potencial como fuente de agentes antivirales para futuras aplicaciones terapéuticas (Chen et
al., 2020).

1.3.5 Actividades biologicas de Triterpenos aislados de plantas de
Licopodiaceas

Los triterpenoides del tipo serratano representan un grupo de compuestos naturales que ha
captado la atencién de la comunidad cientifica desde hace varias décadas. Aunque su
aislamiento inicial se remonta a 1964, no fue hasta el afio 2002 que comenzarorstudiarse

de manera mas sistematica sus propiedades bioldgicas y farmacologicas. Como se resume en
la Tabla 1.3, estos metabolitos secundarios destacan por su versatilidad, especialmente por sus
efectos anticancerigenos y su potencial en el tratamiento deenfermedades

neurodegenerativas como el Alzheimer.

Entre los estudios mas destacados, el grupo de investigacion liderado por Tanaka ha
documentado en detalle el efecto anticancerigeno de compuestos como el serratenediol, el
ADEOAOOAOAT Anidiiskrrattl4-e-b tolc psios triterpenoides han demosado
inhibir la activacion del virus de EpsteinBarr de manera mas efectiva que el acido oleandlico,
un compuesto ampliamente utilizado como referencia en estudios anticancerigenos (Tanaka
et al.,, 2003; Tanaka et al., 2004). Ademas, se observé que el epaenediol posee una
capacidad notable para inhibir el crecimiento tumoral en modelos animales de cancer de piel,

posicionandose como un agente quimiopreventivo de gran interés (Tanaka et al., 2003).

Otro hallazgo relevante es el del serratenediol, que ha mostrado la capacidad de inducir
apoptosis en células leucémicas. Este compuesto altera el equilibrio entre las proteinas
regulatorias Bax y BclxL, promoviendo la autodestruccion celular. Aunque ot®
triterpenoides, como el 2%episerratenediol y el tohogenol, también presentan cierta actividad

antitumoral, el serratenediol ha resultado ser el mas prometedor (Ham et al., 2012).
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$A ECOAI 1 AT AOAn 1 0601 O -Hu@dserratcld-en@AODRT RI0- AGf h ¢ & q «
licoflegmariol B y el licoflegmariol D, han mostrado una actividad citotoxica significativa frente
¢ 8wh

respectivamente (Wittayalai et al., 2012). Estos resultados sugieren que estos compuestos

a células de leucemia linfoblastica aguda (MOL3), con valores delCso A A pt8x U o8m

podrian servir como base para el desarrollo de nuevas terapias contra este tipo de leucemia.

Tabla 1.3: Algunostriterpenoides de licopodiaceas con sus actividades biolégicas. Tomado y adaptado
de Boonya-Udtayan,(2019).

Compuesto Actividades Biolégicas

Serratenediol
Episerratenediol

¢ p-Hidroxiserrat-14-en-o tol

Agente quimiopreventivo contra el cancer,
induce apoptosis (HL-60)

Agente quimiopreventivo contra el cancer
Agente quimiopreventivo contra el cancer
Citotoxicidad (MOLT-3)

Inhibidor de acetilcolinesterasa (inhibidor de

Licoclavanol AChE)
. . Actividad citotoxica (K-562, SMME7721, SGE
21-Episerratriol 7901)
Acido licernuico A Actividad citotoxica (Hep-G2, MCF7, A549)
<AEAT o prihidroxiserat ¢14-en-24-oico- | ) 1 E E A E Asécfetasi A (inhibidor de BACE
o ryl-} xhédroxicinamato) 1)
{ or h-tigofleGmariol B Citotoxicidad (MOLT-3)
Licojaponicumol F Actividad citotoxica (Hep-G2, MCF7, A549)
¢ p-Hidroxiserrat-14-en-3,16-diona Inhibidor de but|r|lccg|(;1ﬁ§t)erasa (inhibidor de
Acido licernuico E Inhibicion de proteasas asparticas secretadas
por Candida (SAP)
i or h-tigofleGmariol D Citotoxicidad (MOLT-3)
. ~ . Citotoxicidad (células de hepatoma humano
{ or h<igofle@marina (BEL-7402))
i 01 hpo2h-,2138Trigigraxiq . -
0 0j p U Aleoseratanc15-al Citotoxicidad (A549, K562)
Asimismo, investigaciones han reportado que el acido licernuico A vy el licojaponicuminol F
poseen efectos notables en lineas celulares de cancer hepatico (HepG2). En particular, el
licojaponicuminol F ha superado la actividad de la doxorrubicina, un farmacestandar en
oncologia, alcanzando un valor GAA o8xoc t ¢TI, AOATOA A 110 tuv tC7xi

Este efecto se ha atribuido a la presencia de un acetal de isopropilideno en su estructura
guimica. En contraste, otros triterpenoides, como el episerratenediol, el serratriol y los
licojaponicuminoles D y E, no mostraron actividad anticancerigena significativa, lo que resalta
la influencia decisiva de las variaciones estructurales en la actividad biolégica (Zhang et al.,
2014).
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Por otro lado, el compuesto 24episerratriol mostré citotoxicidad relevante en lineas celulares

como K562, SMM@721 y SGE7901, con valores de I AA ¢n8och ot18m U ¢c¢¢
respectivamente. Sin embargo, otros compuestos con estructuras similares no presentaron
resultados comparables, lo que reafirma la importancia de pequefias diferencias estructurales

en la actividad biologica observada (Yan et.aR012).

En el ambito de las enfermedades neurodegenerativas, investigaciones recientes han revelado

NOA AT i DPOAOGOT O Ai i1 Al UAE Atihidioxisérdtoli4-ere2A-dico! h Al U
oFl-(7-EEAOT @EAET Al -Adbdxiskrrat’14-enf8,16ediprra exhiben una inhibicion

destacada de enzimas clave involucradas en la progresién del Alzheimer. En particular, el &cido

o1 h ¢ ptihdroxiserrat -14-en-24-oico-o fil-(7'-hidroxicinamato) ha mostrado una

inhibicion potente de la enzima BACH, conunvalor IggAA ADPAT A0 m8¢o (- | 9AI
Nguyen et al., 2015). Complementariamente, otros estudios han identificado el &cido lisérgico

E como un inhibidor eficaz de proteasas asparticas €@wundida albicans sugiriendo un

potencial antifingico adicional (Zhang et al., 2022).

En el ambito antimicrobiano, se han evaluado compuestos como el-2piserratenediol y el
¢ p-hidroxiserrat-14-en-o tol. Sin embargo, los resultados no han sido alentadores, ya que no

demostraron una actividad antimicrobiana significativa (Boonyaudtayan etal., 2017).

De esta forma, se logra documentar que los triterpenoides de tipo serratano, obtenidos a partir
de especies de la familia Lycopodiaceae, contindlan sorprendiendo por su amplia gama de
actividades biolégicas. Estos compuestos no solo han mostrado efectosmatedores en la
inhibicion del crecimiento tumoral y la induccién de apoptosis, sino que también se perfilan
como candidatos potenciales en el desarrollo de terapias para enfermedades
neurodegenerativas y otras patologias. Por esta razén, la investigacifitoquimica continua
sobre estos triterpenos es esencial para comprender mejor su mecanismo de accion y

aprovechar plenamente su potencial terapéutico.
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2.1 Objetivo General

Contribuir al conocimiento cientifico de la familia Lycopodiaceae mediante el
estudio fitoquimico y de bioactividad de la planta silvestrePhlegmariurus
hippurideus

2.2 Objetivos Especificos

1. Realizar la extraccion y el aislamiento cromatogréafico bioguiado de los
compuestos naturales deP. hippurideus

2. Evaluar la actividad bioldgica, toxica o antimicrobiana dextractos, fracciones
y compuestos deP. hippurideus.

3. Elucidar la estructura de constituyentes aislados por técnicas quimicas o

espectroscopicas.
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Este capitulo presenta el estudio fitoquimico dehlegmariurus hippurideuscentrandose en la

extraccioén, aislamiento y caracterizacion estructural de triterpenoides de tipo serrateno y

serratano presentes en esta especie. La investigacion se desarroll6 en dos etapas principales.

En la primera etapa, se llevd a cabo la extraccion, aislamiento y purificacion de los
triterpenoides a partir de un extracto etanélico obtenido de la planta completa. Esta fase fue
esencial para obtener compuestos con la pureza requerida para un analisistractural
detallado. Se emplearon técnicas cromatograficas sucesivas con diferentes fases estacionarias

y moviles para optimizar la separacion y purificacion de los metabolitos de interés.

En la segunda etapa, se realiz la caracterizacion estructural de los compuestos purificados
mediante espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN). Se emplearon
experimentos mono y bidimensionales para obtener datos con informacién sobre la

conectividad de las estructuras quimicade los compuestos purificados.

A lo largo del capitulo, se describen de manera detallada los procedimientos experimentales
empleados, desde la extraccioén inicial hasta la elucidacién estructural de los fitoconstituyentes
aislados. Los resultados se presentan de forma clara y ordenadasthcando los hallazgos mas
relevantes sobre la composicion quimica dd®. hippurideus De esta forma, ste trabajo
representa una contribucién al conocimiento de la diversidad quimica de esta especie y sienta
las bases para futuras investigaciones sobre sucompuestos bioactivos y su potencial

aplicacién en diversas areas.

3.1 Materiales usados y procedimientos generales

Para garantizar la calidad de los resultados, en este estudio se utilizaron materiales de alta

pureza, asi como reactivos y solventes de grado analitico en todas las etapas del andlisis
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fitoquimico. Los compuestos presentes en la planta se aislaron y purificaron mediante
diferentes técnicas cromatograficas, con especial énfasis en la cromatografia en columna. Para
ello, se seleccionaron las fases estacionarias y méviles mas adecuadasarmmos en las
caracteristicas quimicas de los compuestos, previamente identificadas mediante

cromatografia en capa delgada.

3.1.1 Métodos cromatograficos , solventes y reactivos empleados

Para el fraccionamiento del extracto organico se utilizé cromatografia en columna (CC) por
gravedad, empleando silica gel 60 68 nmt t i N -AOAE -EI1EDBPI OAh I'1 AT A
estacionaria. El aislamiento de los compuestos se llevé a cabo mediante diferertismicas

cromatogréficas: cromatografia flash (CF) a baja presion con silicagel 60@w t 1 N - AOAE
Millipore), cromatografia en fase reversa con RB8 (40-9 0 t I N 3ECI A 'l AOEAEh %¢
cromatografia de exclusion por tamafio usando Sephadex{2® (25-1mmmt t i N 3ECIi A ' 1 AOEA]

El monitoreo de las separaciones y la verificacion de la pureza de los compuestos se realizaron
mediante cromatografia en capa delgada (CCD) en modo analitico. Para la fase normal se
emplearon placas de vidrio recubiertas con silica gel 60.4 (0.25 mm de grosor; Merck
Millipore), mientras que para la fase reversa se usaron placas de silica gel 66 BF—s4 (0.25

mm de grosor; Merck Millipore). Las cromatoplacas se visualizaron bajo luz ultravioleta (254
nm y 366 nm), antes y después de la elucién, y se revelaron con una solucion de vainillina al
3% en acido sulfarico al 5% (en etanol al 96%), calentandolgsosteriormente en placas

calefactoras hasta observar la aparicion de manchas coloreadas.

Los solventes utilizados fueron de grado analitico (RA; Merck, Alemania), incluyendo hexano,
éter de petrdleo, tolueno, diclorometano, cloroformo, éter etilico, tetrahidrofurano, acetato de
etilo, acetona, 2propanol, butanol, acetonitrilo y metanol. Los alventes de uso comercial,
como metiletilcetona y etanol, se deshidrataron con una mezcla de sulfato de sodio anhidro,
carbonato de sodio anhidro, 6xido de calcio y sulfato de magnesio anhidro durante tres dias,
tras lo cual se filtraron y destilaron antesle su uso en los procesos de extraccion, purificacion

y analisis por CCD.
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3.1.2 Técnicas para el andlisis estructural de los compuestos purificados

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) monodimensionales cobib RMN

(protones) y 13G-APT (carbonop o Attéched Proton Tes @ U AEAEI AT OET 1 Al AO
(Correlation Spectroscopy), HMQC (Heteronuclear Multiple Quantum Coherence), HMBC
(Heteronuclear Multiple Bond Correlation) y NOESY (Nuclear Overhauser Effect
Spectroscopy) se obtuvieron en un equipo Bruker Avance 400 (Biliea, USA), operando a 400

MHz paralH y a 1@ MHz parat3C. Se emplearon como solventes cloroformo deuterado (CE)CI

al 99.8% (Sigma Aldrich) y piridina deuterada Pyr-ds) al 99.8% (Merck), y se utilizé la sefial

del solventeresidual como referencia de calibracionLos espectros de RMN fueron procesados

y analizados mediante el software MestReNovhos desplazamientos quimicos)() se reportan

en partes por milléon (ppm) y las constantes de acoplamient@)(en Hertz.

3.1.3 Obtencidn y clasificacién taxondmica de la especie vegetal

Las partes aéreas d€hlegmariurus hippurideudueron recolectadas en marzo de 2022 en la
reserva biolégica "El Encenillo", un area protegida administrada por la Fundacién Natura. Esta
reserva se localiza en el municipio de Guasca, Cundinamarca (coordenadas: 4°47'41.6" N,
73°54'31.4" W), a una altitudde 3.010 metros sobre el nivel del mar. La recoleccién se realizé
bajo el permiso oficial Contrato de acceso a recursos genéticos No. 229, otorgado por el

Ministerio de Ambiente y Desarrollo Sostenible de Colombia.

Para garantizar la correcta identificacion de la especie, se contd con la participacion del biélogo
José C. Murillo Aldana, experto en pteridofitas y profesor del Instituto de Ciencias Naturales
(ICN) de la Universidad Nacional de Colombia. La verificacidmxonomica incluyo la
comparacion detallada con especimenes de referencia almacenados en el Herbario Nacional
Colombiano (HNC) y un andlisis de datos taxonémicos disponibles en la literatura
especializada. Como parte del protocolo cientifico, un ejemplaoucherfue depositado en el
HNC bajo el cédigo de identificacion COL 617623, confirmado coRlalegmariurus hippurideus
(Christ) B. dlig.

3.1.4 Obtencion de los extractos de la planta P. hippurideus

El material vegetal fresco dd’hlegmariurus hippurideuq3.22 kg) fue sometido a un proceso

de limpieza para eliminar tierra, residuos y restos de otras plantas. Posteriormente, se dejo
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secar a temperatura ambiente durante 15 dias en un lugar sombreado y ventilado. Una vez
seco, se triturd6 en un molino hasta obtener un polvo fino y homogéneo, alcanzando un peso
total de 1.1 kg.

Para la extraccién, se empled etanol industrial al 96%, el cual fue previamente tratado
mediante destilacion, secado con agentes desecantes durante tres dias, filtrado y redestilado

para garantizar una mayor pureza.

El material vegetal seco y pulverizado se colocé en un balén redondo de 10.0 L de capacidad,
al que se afiadieron 6.0 L de etandlatado. La mezcla se agitdé vigorosamente durante unos
minutos para facilitar la penetracion del solvente en la matriz vegetal. La maceracion se llevo
a cabo durante tres dias en un ambiente oscuro y fresco, con agitacién diaria para mejorar la

extraccion.

Tras la primera maceracion, la mezcla se filtr6 a través de una gasa fina, y el filtrado obtenido
se concentrd a presion reducida en un rotaevaporador a 38°C, evitando la degradacién térmica
de compuestos sensibles. Este procedimiento se repiti6 siete vec@ara maximizar la

extraccién de los metabolitos de interés, obteniendo un extracto etandlico total de 247.0 g.

Material de Partida Procesamiento Extraccion Producto Final
Especie vegetal Limpieza, Extraccion por
: Le Extracto
Phlegmariurus secado y maceracion 6.0 L
; ; . " EtOH total
hippurideus pulverizado de EtOH x 3 dias 2470
fresco (3.2 Kg) (1.1Kg) 7 veces 8

Figura 3.1: Diagrama general de la obtencion del extracto etandlico.

El extracto etandlico se redisolvié en 2.0 L de una solucién hidroalcohdlica de Et@gua (9:1),
previamente acidificada con acido clorhidrico (HCI) al 5%, hasta alcanzar un pH d.1Este
ajuste permiti6 la conversion de los alcaloides a sus formas sam (clorhidratos),
favoreciendo su extraccion en fase acuosa. Posteriormente, la solucidon acida fue sometida a
extraccion liquido-liqguido mediante embudo de decantacion con 2.0 L de diclorometano
(DCM), repitiendo el procedimiento tres veces. La fase orgéa resultante, rica en compuestos

no alcaloides como los triterpenoides de interés, se combind y concentrd a presion reducida,

obteniendo 113.0 g de un extracto organico enriquecido en triterpenoides.
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La fase acuosa restante se alcaliniz6 hasta un pH dé® mediante la adicion de una solucién
saturada de carbonato de sodio anhidro (N&€Q), lo que permitid la conversién de los
alcaloides desde sus formas salinas hidrosolubles a sus formas bésicas, menos solubles en
agua. Esta fase se extrajo tres veces con 2.0 L de DCM. Las fracciones organicas obtenidas se
reunieron y concentraron a preson reducida en el rotaevaporador, obteniendo 34.6 g de un

extracto enriquecido en alcaloides.

&ET AT 1T AT OAn 1 A AEAOA AAOI OA OAI AT AT OA OA AEOOOE&

reducida a 40°C, obteniendo un extracto acuoso final de 98.0 g.

Extracto EtOH (247.0g) en 2.0 L de
EtOH-Agua (9:1) a pH = 1-2
1

Extraccién con DCM 2.0 L x 3 veces
(Decantacién)

X

Fase orgdnica - Fase acuosa - Ajustada
Extracto Organico a pH = 9-10 con Na,CO;
(113.0g) anhidro

Extraccién con DCM 2.0L
X 3 veces (Decantacién)

A

L p -
Fase organica - Fase acuosa - Ajustada
Extracto Alcaloidal apH=7
(34.6 g) \ I

Concentracion -
Extracto acuoso (98.0 g)

Figura 3.2: Esquemade la obtencién del extracto organico, alcaloidal y acuogmr extracciéon acide
base del extracto etandlico d®. hippurideus

3.1.5 Fraccionamiento del extracto organico de las partes aéreas de P.
hippurideus

El fraccionamiento del extracto organico se llevé a cabo mediante cromatografia en columna
(CC) en etapas sucesivas, utilizando diferentes combinaciones de fases estacionarias y fases
moviles, asi como columnas de distintas dimensiones (longitud y didame)tdPara el monitoreo

de cada etapa del fraccionamiento, se emple6 cromatografia en capa delgada (CCD) en fase
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normal (CCDFN) y fase reversa (CCPR), lo que permitié una adecuada agrupacion de los
compuestos segun sus factores de retenciérRf). Dado que esta metodologia comprende
multiples pasos y una organizacion secuencial de los procesos cromatogréficos, se recomienda
consultar los diagramas de flujo presentados en esta seccion, asi como la tabla que resume las

secuencias de las cromatogrés en columna realizadas.

El extracto orgénico (E. Org) fue sometido a un fraccionamiento inicial mediante CC (Columna

A, Figura 3.3), utilizando silicagel 60 (68 mmt t 1 Q AT i1 AEAOA AOOAAEI 1T AOEA

elucion desde hexano, toluena-butilmetiléter (MTBE), tetrahidrofurano (THF), acetato de
isopropilo (iPrOAc), acetona (Me.CO) butanol (BuOH) y etanol (EtOH), aumentando
progresivamente la polaridad. La columna utilizada tenia un didmetro internad(i) de 9.5 cm
y una longitud (L) de 50.0 cm, rellena con silica gel. Se recolectaron 18 fracciones de 500 mL
cada una, las cuales se agruparon en cinco fracciones principales (E-:@m@ E.OrgE) con base
en la similitud de los valores deRf, el aspecto y la coloracion observados en CEN,

empleando diclorometano (DCM) como fase mavil.

La fraccién E.OreC (43.8 g) se sometié a un segundo fraccionamiento por CC (Columna B),
utilizando la misma fase estacionaria y el mismo sistema de elucién de la primera columna. En
este caso, se empled una columna cdn.de 4.8 cm yL de 96.0 cm, nuevamente empacada con
silica gel 60. Se recolectaron 84 fracciones de 50 mL, las cuales se agruparon en cinco
fracciones principales (Gl a GV) de acuerdo con sus valores defy la apariencia observada

en CCBFN con DCM como fase movil.

La fraccién GIV (34.1 g), que present6 la mayor concentracién de triterpenoides de interés

segun los andlisis en CCD, fue sometida a un tercer fraccionamiento por CC (Columna C),

utilizando silicagel 60 40p 0 t 1 @ AT 11T AEAOA AOOAAlion shiddE A U Ol

desde hexano, éterdietilicdEt20), tolueno, tetrahidrofurano, butanol, acetonitrilo y etanol. La
columna tenia und.i.de 4.2 cm y und.de 73.0 cm. Se recolectaron 80 fracciones de 30 mL, que
posteriormente fueron agrupadas en tres fracciones principales (6/-A a GIV-C), de acuerdo

con el analisis cualitativo en CCGIBN empleando DCM como fase movil.

CO
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Columna A
EOrg-B | |E. Org -C||E.Org-D | | E.Org-E
163g} 438g) 346g} 620g}
Columna B
C-1 C-II C-1 C IV C-V
(415 mg) (13.8¢g) (209 mg) (34.1g) (115g)

Columna C

e,
C-IV-A (| C-IV-B || C-IV-C
(23g) ||(3.8g) || (73g)
Columna D

v
(

IV-A-1 IV-A-2 -A-3 IV-A-4 IV-A-5
(410mg) | [(B.omg) | [(1.39g) || (17mg) || (139 mg)
Columna E

N J
A-3-A A-3-B A-3-C A-3-D A-3-E A-3-F A-3-G A-3-H A-3-1
(6.0mg)|| (17 mg) |[(95 mg) | [ (382mg) || (508 mg) | | (124 mg) || (48 mg) || (10 mg) || (30 mg)
Columna F
Ph2 (3 pq || 382 || 3E3 || 3E4 || 3E5
(6.0 mg]J (321 mg) || (76 mg) || (45 mg) || (8.0 mg)
Columna G X
E-2-1 E-2-11 E-2-11I E-2-1V
(53mg) J| (29 mg) || (27 mg) )| (186 mg)
Columna H
2-1v-2 2-1vV-3
(65.0m (62. 0 mg)
Columna 1
IV-3-A IV-3-B IV-3-C
(25.0 mg) (22.0 mg) || (8.0 mg)

Columna M
Ph2

Columna J

3-A-1 3-A-ll 3-A-TI1
(5.0mg) || (16.0 mg) || (3.0 mg)
Columna K
Phl| aqr-A || AB || A1
(6.0 mg) ){ (3.0 mg) || (1.0 mg)
Columna L
Phl| q-g-1 || u-B-2 || 1-B-3
(1.0mg) || (1.0mg)]| (1.0 mg)

Figura 3.3: Esquema de aislamiento, purificacién y enriquecimiento de los compuestos Phly Ph2.
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La fraccién CIV-A (2.3 g) se sometié a cromatografia en columna (CC) en la Columna D,

utilizando silica gel 60 (46¢ ¢  tdi.d% 1.8 cm,L de 60 cm) y un gradiente de elucién de
hexanoTHFAAAOT T EQOET | fpndgngnondgndgpnds8 3A 1T AOOOEAOQI
agruparon en cinco fracciones principales (NA-1 a I\VFA-5) segun sus valores d&fen CCEFN

con DCM.

La fraccion IVA-3 (1.39 g) fue sometida a un nuevo fraccionamiento en la Columna E, con las

mismas dimensiones de la anterior, pero utilizando un gradiente de elucién compuesto por
tolueno-DCMacetato de etilcA OAT T 1 | prmidmdmg mO nd 08 fragciomesy330 3 A OAAT I
mL cada una), que posteriormente se agruparon en nueve fracciones principalesi{# a Al-

I) con base en su andlisis por CCD.

Posteriormente, la fraccion A3-E (508.0 mg) fue purificada en una columna de menor tamafio

(Columna F), empleando silica gel 60 (49 ¢  d.I.91..5 cm,L = 46.0 cm) y un gradiente de
tolueno-DCMAOAT 11 jpndndnondndpngs8 3A T AOOOEAOIT wo AO
se agruparon en cinco fracciones principales. En esta etapa, se logré la purificacion del

compuestoPh2 (6.0 mg).

La fraccion 3E-2 (321.0 mg) se sometié a CC en la Columna G, utilizando silica gel 60 en fase

reversa RRP18 (40-oo t 1 q@ U Ol COAAEAT Odeetoitlo-mAtan@ A E & 1 AA
jcdqudgmnongndgpngs 3A OAAT T AAOAOTI T wt AOAARET T AO | ¢8
fracciones principales (E2-1 a E2-IV) con base en sufkfy apariencia cualitativa en CCIFN

(Tol-AcEt 2:8) y CCEFR (MeOHACN 1:1).

La fraccion E2-IV (186.0 mg) se sometié a un nuevo fraccionamiento en la Columna H,
utilizando silicagel60(40p o t i @ U O COAAEAT-DAAAAORI BAEADERR P
0:100). Se recolectaron 104 fracciones (2.0 mL cada una), agrupadas enstifeacciones

principales (2-1V-1 a 2IV-3) segun su analisis en CGBN con TotAcEt (1:1) como fase movil.

Finalmente, la fraccion 2IV-3 (62.0 mg) fue sometida a aislamiento cromatogréfico en una
columna de Sephadex L#20 (Columna 1) con metanol como eluyente en condiciones
isocraticas. Se obtuvieron 102 fracciones (2.0 mL cada una), agrupadas en tres fraceson
principales (IV-3-A a I\M-3-C). En la fraccion IM3-C se logro la purificacion del compuestBhl
(8.0 mg).
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La fraccion 1\A3-A (25.0 mg) se sometié a CC sucesivas en las Columnas J, Ky L (ver Tabla 3.1),
lo que permitié obtener dos subfracciones adicionales del compuesihl (7.0 mg) (Figura

3.3). Asimismo, la fraccion IV3-B (22.0 mg) se purific6 mediante CC en la Columna M,
utilizando silica gel 60 (4063 pm) y un gradiente de toluenelA AAOAOT AA AOQEI |
En esta etapa se logré obtener nuevamente los compuestell (6.0 mg) yPh2 (14.0 mg),

aumentando sus cantidades para su posterior analisis y caracterizacion.

Tabla 3.1: Cromatografia de columnasucesivas depurificacion de los compuestos Phl y Ph2

Fraccion Dimensiones . .
Columna Inicial nge . Fase Movil de la FraccmneS_ Obtenidas
(cantidad) Estacionaria Columna (cantidad)
Gradiente
Hex-Tol-MTBETHF E'gigg 120603 Mg
A E.Org Fase Normal iPrOAG Me2CG L=50.0cm E.Orgc 4é 8 9
(113.0g) | (63-200 um) BuOH EtOH di=95cm | o OrgD 2.6 9
(En diferentes E.OrgE 6 2 9
proporciones) 1 <9
Gradiante
Erac Hex Tol-MTBETHF ((::-III 4112'% ';‘g
B E Org-'C Fase Normal iPrOAc Me2CO L; 96.0 cm clll 209 .0 mg
(43 8g) (63-200 um) BuOH EtOH d.i.=4.8cm CIV 34'1 g
’ (En diferentes vV 1 1'5 9
proporciones) )
Gradiante
Frac. HexEtzO-Tol-THF _ CIV-A 2349
c E.OrgGIV F(j(s)‘fe'g‘orm)"’" BUOHACN-EIOH | & ;_72'(2) Ml civB 1389
(34.19) H (En diferentes T GIv-C 7349
proporciones)
IV-A-1 41.0 mg
Frac Gradiente _ IV-A-2 8.0 mg
D CIV-A F(Z‘(S)%'gorm)‘""' Hex-THF-ACN 5 i‘_e(i'g om | VA3 1399
239) H i pnigngm of 4T IV-A4  17.0mg
IV-A-5 139.0 mg
A-3-A 6.0 mg
A3-B  17.0mg
A-3-C 95.0 mg
Frac. Gradiente _ A-3-D 382.mg
E IV-A-3 Fj%eeNsorma' Tol-DCMACEtEtOH 'a .‘_6(1)'2 M1 A3-E 5080mg
(1.39 g) (40-63um) | g mgngn | 9MTI8CM L A3 F  1240mg
A-3-G 48.0 mg
A-3-H  10.0mg
A-3-1 30.0 mg
3-E-1 6.0 mg
Frac. Gradiente _ 3-E-2 321.0 mg
F A-3-E F(Z‘S?G'gor%"’" Tol-DCMEtOH ('; i‘_”'i'g ‘ér:l 3-E3  76.0mg
(508.0 mg) H j pmdmdm O T 3-E-4 45.0 mg
3-E-5 8.0 mg
Frac. Fase Reversal Gradiente L= 60.0 cm EEZZIII ggg mg
G 3-E-2 RPis AguaAcN-MeOH di=15cm | E-2-m 27.0mg
(321.0mg) | (40-63um) | jcdwdm ©° | T '
E-2-IV_ 186.0 mg
Frac. Gradiente _ 2-IvV-1 44.0 mg
H E-2-IV F(Z‘S?G'g'or%"’" Tol-AcEt ('; i‘_“i'g ‘ér:l 2-V-2  65.0mg
(186.0 mg) H i wudu © A= 2-V-3  62.0mg
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Frac. Sephadex Isocratica L=37.0cm | VA 250mg

2-1v-3 IV-3-B 22.0m
LH-20 MeOH di.=15cm 2 Mg

(62.0 mg) IV-3-C 8.0 mg

Frac. Isocratica _ 3-A-l 5.0 mg
IV-3-A F(ZS?G'gorn”:)"’" Tol-AcEt 5 i‘_zg'g ‘é“nl 3All 160mg

(25.0 mg) H (1:1) A= 0 3-Alll 3.0mg

Frac. Isocratica _ A-ll-A 6.0 mg

3-Al F(Z‘S?G';‘c’rm)""' Tol-AcEt 5 i‘_zg'g ‘é“nl All-B 30mg

(16.0 mg) H (1:1) A= 0 All-C  1.0mg

Frac. Gradiente _ II-B-1 1.0 mg

A-lI-B F(ZS?G'gorn”:)"’" Tol-AcEt 5 i‘_zg'g ‘é“nl I-B2  1.0mg

(3.0 mg) H i xdo © 1 T I1-B-3 1.0 mg

M |\|72CB Fase Normal l?.gifgé? L=33.0cm 3-B-I 6.0 mg
(40-63 um) . di.=08cm | 3-B-ll 14.0 mg

(22.0 mg) (1:1)

La fraccion 21V-2 (65.0 mg), obtenida de la Columna H, y la fraccién/l (5.0 mg), de la
Columna J (Figura 3.3), fueron reunidas tras observar similitudes en sus manchas y en los
colores revelados en CCIBN, lo que indicaba la presencia de constituyergesimilares en sus

perfiles cromatogréficos. Esta fraccion combinada se denominé 4FR (70.0 mg).

La fraccion 4FR (70.0 mg) se sometié a fraccionamiento mediante cromatografia en columna
(Columna N, Figura 3.4), empleando Sephadex 428 como fase estacionaria y una mezcla
isocratica deMeOHisopropanol (i-PrOH)(1:1) como fase movil. La columna utilizada tenia un
didmetro interno de 1.5 cm y una longitud de 37.0 cm. Se recolectaron 60 fracciones de 1.0 mL
cada una, que posteriormente se agruparon en dos fracciones principales (458 4FRH),
basandose en la siititud cualitativa y en los factores de retencion Rf) observados en CCIFN,
usando TolAcEt (1:1) como fase movil. En la fraccién 4FR se logré la purificacion del

compuestoPhl (3.0 mg), lo que permitié aumentar su disponibilidad.

La fraccion 4FRJ (60.0 mg) se sometid a una nueva cromatografia en columna utilizando
Sephadex LH20 (Columna N) como fase estacionaria y metanol como fase mévil en
condiciones isocraticas. Se empled una columna con las mismas dimensiones de la ante3ier.
obtuvieron 40 fracciones de 1.5 mL cada una, que fueron agrupadas en dos fracciones
principales (4FRJ1 y 4FRJ2) segun su perfil cromatografico en CGBN, eluyendo con Tal

AcEt (1:1). Posteriormente, la fraccion 4FR1 (30.0 mg) se purificé medianteCC en silica gel

60 (40-63 pum, Columna O) con un diametro interno de 1.5 cm y una longitud de 40.0 cm,
AA AOCEIT | wdp ©

fracciones de 1.0 mL cada una, las cuales fueron analizagas CCDFN con TolAcEt (1:1) y

empleando un gradiente de elucion de toluend AAOA O1

vdus

agrupadas en tres fracciones principales {I-A a J1-C) segun suffy aspecto cromatografico.
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La fraccion J1-B (10.0 mg) fue sometida a CC sucesivas en fase normal-68um) en las
Columnas P y Q (Tabla 3.2), logrando la purificacién del compuedahn3 (3.0 mg) y del
compuesto Phl (2.0 mg), aumentando asi la cantidad disponible de este dltimo.
Posteriormente, la fraccion <IL-C (10.0 mg) se purificé mediante CC en silica gel 60 {88 um,
Columna R), utilizando una mezcla isocréatica deol-AcEt(7:3) como fase movil. La columna
empleada tenia un diametro interno de 0.5 cm y una longitud de 29.0 cm. Se obtuvieron 25
fracciones de0.5 mL, que se agruparon en dos fracciones principales-&1 y 1-G2). En la
fraccion 1-G-2 se logro la purificacion de 7.0 mg del compuestBh3, incrementando la

cantidad acumulada de esta sustancia.

4FR (70.0 mg)
Columna N

Phl

(60 mg) || (3.0 mg)

Columna N

4FR-J-1
(53 mg)

Columna O

_] -1-A J-1-B
(30 mg} (10 mg)
Columna R

Columna P
1-B-1 1-B-11 1-B-1III
ZOmg) ‘ (3.0mg) || (5.0 mg)
Columna 0}
B-II-X || By \ B-m-z | Ph3
(1.om (1.0 mg) J| (3.0 mg)

Figura 3.4: Esquema de aislamiento, purificacién y enriquecimiento de los compuestos Ph1 y3Ph

Ph3

1-C-1
(3.0 mg)

1-C-2
(7.0 mg)

Las fracciones 2IV-1 (44.0 mg), obtenida de la columna H (Tabla 3.1}13JA (30.0 mg), de la
columna O; 1B-Il (3.0 mg), de la columna P; y81-X (1.0 mg), de la columna Q, se reunieron
tras observar similitudes en sus perfiles quimicos mediante CGEN. La visualizacion de
patrones de manchas y colores indicé la presencia de constituyentes similares en estas

fracciones, las cuales se agruparon bajo la denominacior4;lcon un peso total de 78.0 mg.

La fraccién Cl4 (78.0 mg) se separ6 mediante CC utilizando silica gel 60 (¢0c  {d.[=].5
cm yL = 43.0 cm; Columna S) y un gradiente de tolueddbAAOAOT AA AOEI T j xdoo.

movil. Se obtuvieron 35 fracciones de 1.5 mL, que se agruparon en dos fracciones principales
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(Cl-4-A y C4-B) segun el andlisis de CGBN con un sistema de fase movil T#cEt (1:1). La

fraccion CH-B (32.0 mg) contenia el compuesto purificadéhl, el cual se almacenoé para

continuar con su enriquecimiento (Tabla 3.3, Figura 3.5).

Tabla 3.2: Cromatografia de columnas sucesivas de purificacion del compuesto Ph3.

Fraccion Dimensiones . .
Columna Inicial 23 Fase Movil de la FEEEBNES QIS
: Estacionaria (cantidad)
(cantidad) Columna
N Frac4FR Sephadex Isocratica L=37.0cm 4FR-J 60.0 mg
(70.0 mg) LH-20 MeOHi-PrOH1:1) di.=15cm | 4FRH 3.0 mg
N I;aRCJ Sephadex Isocratica L=37.0cm | 4FR-J1 53.0mg
(60.0 mg) LH-20 MeOH di.=15cm | 4FRJ2 5.0 mg
Frac. Gradiente _ J1-A 30.0 mg
o) AFR-J1 F(jg‘_ee';'”m)"’" Tol-AcEt 5 i‘f’i'g ‘o | 318 100mg
(53.0 mg) H j wgp © o T J1-C 100 mg
Frac. Gradiente _ 1-B-I 2.0 mg
P J1-B F(jg?e'gorn':‘)‘"’" Tol-AcEt 5 i‘_zg'g o | 1B | 30mg
(10.0 mg) H i xdoouvgy T 1-B-ll | 5.0mg
Frac. Gradiente _ B-111-X 1.0 mg
Q J1-BII F(jg‘_ee';'”m)"’" Tol-AcEt l&i_—zg'g gm BI-Y  1.0mg
(5.0 mg) H i xdoouvgy 7Y Bl-Z 3.0mg
Frac. Fase Normal Isocratica L=29.0cm 1-C1 3.0 mg
3 DI E (40-63 pm) e} AEiE! di=05cm| 1-C2  7.0m
(10.0 mg) H (7:3) =0 -~ Mg

Por otro lado, la fraccién GHB-A (33.0 mg) se sometié a CC en la Columna T, obteniéndose tres

fracciones. De estas, la fraccion-A-1l (23.0 mg) se fraccioné mediante cromatografia en fase

normal (40-¢ o

tdi.#)0.8 cm,L = 33.0 cm; Columna U), lo que resulté en dos fracciones

principales, All-1 y All-2. Esta Udltima contenia el compuesto purificadd®h4 (3.0 mg).

Posteriormente, la fraccion All-1 (20.0 mg) se someti6 a cromatografias sucesivas en columna

(Columnas V y W; Tabla 3.3), empleando silica gel 60 (¢0c

d..P.5 cm,L=30.0 cm) y

una fase moévil de tolueneacetato de etilo (7:3) en condiciones isocraticas, lo cual permitié

purificar 7.0 mg adicionales del compuesto Ph4, contribuyendo a su enriquecimiento.

Por otro lado, la fraccion A3-C (95.0 mg) se fraccioné mediante cromatografia en columna

(Columna X), utilizando silica gel 60 (4@ o

tiq Al

Se emple6 un gradiente de fase movil de tolue®A A OA O1

AR AOEI I

OTdA.= B5 cin @i= B340 criA A

j wdpOT180Qh

cinco fracciones principales (3CG0 a 3G4, Figura 3.5). Estas fracciones fueron analizadas por

CCDFN con fase movil TelAcEt (8:2) y agrupadas segun susalores de Rfy patrones de

revelado.
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CI-4 (78.0 mg) [ A3 (95 mg) |
Columna X

Columna S
.4.p | Phl 3-C-0 || 3-c-1 || 3-c2 ‘3&13\ 3-C-4
(3.0 mg) J( (43 mg) || (9.0 mg) ) | (16 mg) || (1.0 mg)

Columna T Columna Y
4-A-1 4-A-11 4-A-111 Fho
(3.0 mg) J| (23 mg) ]| (3.0 mg)

Columna U

Ph4

Columna V

Columna W

Ph4

Figura 3.5: Esquema de purificacion y enriquecimiento de los compuestos Phl, Ph4 y Ph5.

Tabla 3.3. Cromatografia de columnas sucesivas de purificacién del compuesto Ph4 y Ph5.

Fraccién Fase Dimensiones | Fracciones Obtenidas
Columna Inicial - . Fase Movil :
- Estacionaria de la Columna (cantidad)
(cantidad)

Frac. Fase Normal Gradiente L=43.0cm Cl-4-A 33.0 mg

S C4 (40-63 pm) Tol-AcEL di=15cm | CH-B  320m
(78.0 mg) : i xdo o | %=1 ~m

Frac. Gradiente _ 4-A-l 3.0 mg
T CH4-A F(j(s)'_%';ornr?)‘""' Tol-AcEt 'O‘“‘ _Z?L'g Em 4-A1l 23.0mg
(33.0 mg) H j wgg O = 4-Adlll 3.0 mg
Frac. Fase Normal | CGradiente L=330cm | All-1  20.0mg

U AAl (40-63 um) Tol-AcEt di=08cm | All2  30m
(23.0 mg) § i wgp o | ¢FY om

I Fase Normal B L=30.0cm | II-1-A 3.0 mg

v Al (40-63 pm) Tol-AcEt di=05cm | NI-1-B 17.0m
(20.0 mg) s (7:3) =0 om
Frac. Fase Normal Isocratica L=30.0cm 1-B-I 10.0 mg

w ll-1-8 (40-63 um) Tol-AcEt di=05cm | I-1-B-1  7.0m
(17.0 mg) H (7:3) =0 - md
3-GO 3.0 mg
Frac. Gradiente _ 3-C1 43.0 mg
X A-3-C F(j(s)'_%';ornr?)‘""' Tol-AcEt 'O‘“‘_“i'g om | 3C2  90mg
(95.0 mg) H i wdp © A= 3-G3 16. mg
3-G4 1.0 mg
Frac. Sephadex Isocratica L=30.0cm | G11  200mg

Y 3-G1 LH-20 AcEtMeOH di=15cm | G1- 23.0m
(43.0 mg) (1:) e -m

La fraccién 3G-1 (43.0 mg) se sometié a una cromatografia en columna adicional (Columna'yY,
Tabla 3.3), empleando Sephadex L-BD como fase estacionaria en una columna de.= 1.5 cm
y L = 30.0 cm. Como fase mdvil, se utiliz6 una mezcla de acetato de etiletanol (1:1) en

condiciones isocraticas. Se recolectaron 60 fracciones de 1.0 mL, las cuales fueron analizadas
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por CCDFN con fase mévil TeACEt (8:2) y por CCEFR (MeOH). Tras el andlisis de los perfiles
cromatogréficos obtenidos, las fracciones se agruparon en dos principalesl€y G1-Il, esta

Gltima conteniendo 23.0 mg del compuest®h5 purificado (Figura 3.5).

La fraccion GIV-B (13.8 g, Tabla 3.1), obtenida de la columna C, fue sometida a una serie de

separaciones cromatograficas detalladas en la Figura 3.6 y la Tabla 3.4 (Columnas Z, AA, AB,

AC y AD). Para estas separaciones, se empleo silica gel 604D tcdn@q fase estacionaria

y fases moéviles de polaridad creciente. Se utilizaron columnas con distintos diametros internos

(d.i) y longitudes de empaquetamiento. En el caso de la columna AD, se uso silica gel 60 en fase

reversa RR18 (40-p o t I qh Al OUAT AT AT-l AGATA 11 AjUtAd Ao midfp nA@ O A
resultado, se obtuvieron tres fracciones principales 3l-1 a 311-3), que fueion agrupadas

segun su comportamiento en CGBN y posteriormente analizadas por CCBR.

La fraccion 311-1 (222.0 mg) se sometié a una nueva separacion mediante cromatografia de
exclusion por tamafio (Columna AE), utilizando Sephadex L) como fase estacionaria y
metanol como fase movil en condiciones isocraticas, en una columnadiel.2 cm yL de 30.0

cm. De este proceso cromatografico, se recolectaron 50 fracciones de 2.0 mL, las cuales fueron
analizadas por CCEBN con TolAcEt (1:1) como fase mavil, permitiendo la identificacion de
similitudes en los componentes y el agrupamiento en dos fraones principales: IF1-A'y 311-

1-B.

La fraccion 311-1-B (59.0 mg) se purific6 mediante cromatografia en fase reversa ARB
(Columna AF,40pc t I qh Al OUAT AT  E Oindiand) @:8) AAdnddoldka AT T ACOA
ded.i.1.2 cm yL = 32.0 cm. Las fracciones obtenidas fueron analizadas por CERN, dando

como resultado dos fracciones principales:-B-A y 1-B-B.

La fraccion IB-A (22.0 mg) se sometid6 a un nuevo fraccionamiento bajo las mismas
condiciones cromatogréficas, esta vez en una columna d&.0.8 cm yL de 33.0 cm (Columna
AG). Se recolectaron 50 fracciones de 1.5 mL, que fueron analizadas por-ERxon agua
metanol (1:9) y agrupadas en seis fracciones {B-1 a BA-VI). La fraccion BA-V (10.0 mg)

contenia el compuesto purificadd’h6.

Por su parte, la fraccion 1B-B (34.0 mg, Tabla 3.4) se someti6 a CC en la columna AH bajo

condiciones similares, recolectandose 60 fracciones, que tras el andlisis fueron agrupadas en
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dos fracciones principales. En particular, la fracciéon-B-1l (28.0 mg) contenia el compuesto

Ph6 purificado, contribuyendo a su enriquecimiento en cantidad dentro de este estudio.

Por otro lado, la fraccion H1-A (150.0 mg), obtenida de la columna AE (Figura 3.6), fue
sometida a procesos sucesivos de CC (Columnas Al, AJ, AK y AL, Tabla 3.4). Se mantuvieron
constantes las condiciones de fase estacionaria con silica gel 60 en fasenrsa RRP18 (40-63

ti @ U EFAOA -inétabdt (1:9)&Rconllifiddds isocraticas, empleando una columna
ded.i.0.8 cmydelL 33.0 cm.

De la columna AL (Figura 3.6), se obtuvieron tres fracciones principales. La fraccionl 2
(11.0 mg) se sometié a un nuevo proceso cromatografico, utilizando silica gel 60 en fase
reversa RR18 (40-¢ ¢t | Q -mgtandIC1®)como fase movil isocratica e una columna de
d.i.0.5 cm yL = 28.0 cm (Columna AM).

El analisis de las fracciones obtenidas mediante CER permitié agruparlas en dos fracciones

principales, de las cuales la fraccién-2-B (8.0 mg) contenia el compuest®h7 purificado.

Las fracciones AA-1 (14.0 mg) de la columna AJ,-B-1 (20.0 mg) de la columna AK y 8I-1 (2.0

mg) de la columna AL fueron reunidas tras evidenciar similitudes en sus perfiles de
composicion mediante CCEB-N. El analisis de los patrones de manchas y colsrsugirio la
presencia de componentes similares en estas fracciones, por lo que fueron agrupadas bajo la

denominacion FR5B, con un peso total de 36.0 mg.

La fraccion FR5B (36.0 mg) se someti6 a separacion por CC (Columna AN), empleando silica
gel60enfasereversaRB8 (40-p 0 1 @ AT OT A AT 1 OITA AA ns8y Al
cm de longitud, con una mezcla isocratica de aguaetanol (1:9). Como resitado, se

obtuvieron cuatro fracciones principales (FR5B-1 a FR5B-IV, Figura 3.7), agrupadas de

acuerdo con el andlisis por CCGBR utilizando la fase moévil agugMeOH (1:9).

Cada una de estas fracciones fue sometida individualmente a cromatografia en columna
(Columnas AN, AO, AP y AQ; Tabla 3.5) con el objetivo de aislar otros metabolitos o enriquecer
algunos de los compuestos ya obtenidos. Las fracciones resultantes de cadpasacion
cromatogréfica fueron analizadas por CGBR utilizando la fase mévil aguaMeOH (1:9) y

posteriormente reagrupadas de la siguiente manera:
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C-IV-B (13.8 g)
Lu]umna Z

IV-B-1 || IV-B-2 || 1v-B-3 || IV-B-4
‘ H 4.4 || H |
(03 g) (44g) (17g) (23g) Columna AA
B-2-A || B-2-B B-2-C B-2-D B-2-E B-2-F B-2-G
(1.0 mg) || (21 mg) || (517 mg) J| (491 mg) (15g ‘ (628 mg) “ (13 g) \
Columna AB
2-E-0 2-E-1 2-E-2 2-E-3 2-E-4 2]:5
(3.0 mg) || (205 mg) )| (197 mg) || (584 mg (113 g) )| (66 m
Columna AC
E-3-1 E-3-11 E-3-111 E-3-1V
AAT [ Aan A A- 111 A-A-IV [ 57mg)”(337“’;][ 5[”"3)][ 38"'?3]
(14mg) || (2.0 mg) || (1.0 mg)]| (3.0 mg Columna AD
Columna AJ 3-11-1 3-11-3
(zzz mg) (48 mg) || (32 mg)
i
(10 mg) Columna Al I-1-A

1-A-D '_J (150 mg)

(3.0mg) 1-A-B
(100 mg)

C olumna AE

Columna AF

Columna AK

A-B-1 A-B-11 A-B-1II || A-B-IV A-B-V
(20 mg) | (17 mg) ]| (22 mg) || (29 mg )| (5.0 mg
Columna AL -B- ( m
B-1I-1 BII_Z_ B-II-3 : ( M]
-1l- -11- -11- Columna AG
‘[2.0 mg)l (11 mg)J| (3.0 mg)
Columna AM B-A-1 B-A-II B-A-III B-A-IV B-A-V B-A-VI
za [z | Ph7 |(1,u mg)H(z,U mg)\ (3.0 mg) |(1,u mg]\ (10 mg) ) ( (3.0 mg)
(3.0 mg || (8.0 mg

Figura 3.6: Esquema de purificacion y enriquecimiento de los compuestos Ph6 y Ph7.

Columna AH
Phé

Fraccién L (10.0 mg): conformada por la combinacion de las fracciones-bR (3.0 mg) de la
Columna AN, 5B81-1 (3.0 mg) de la Columna AO, 5Bi-1 (2.0 mg) de la Columna AP y 5B/-1
(2.0 mg) de la Columna AQ.

Fraccién M (11.0 mg): resultante de la combinacion de 5B-2 (7.0 mg) de la Columna AO y
5B-111-2 (4.0 mg) de la Columna AP.
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Tabla 3.4. Cromatografia de columnas sucesivas de purificacion del compuesto Ph6 y Ph7.

SEGEN Fase DIMETEIEES Fracciones Obtenidas
Columna Inicial - . Fase Movil de la .
: Estacionaria (cantidad)
(cantidad) Columna
Erac IV-B-1 0.8g
7 IV-B. Fase Normal Gradiante L=47.0cm IV-B-2 449
(13.8 ) (40-63 um) (A@ o - Al di=42cm | IV-B3 1.7¢
©9 IV-B-4 239
B-2-A 1.0 mg
B-2-B 21.0 mg
AA |\|jrgcz Fase Normal Gradiante L=40.0cm ggg 2318 mg
o (0] = .= :
(4.4q) (40-63 pm) (Ao Al di.=2.3cm B-2-E 159
B-2-F 628.0 mg
IB-2-G 13g
2-E-0 3.0 mg
Frac Gradiente 2-E-1 205.0 mg
AB IV-B—2;E Fase Normal Hex-CHC}-AcEt L=30.0cm 2-E-2 197.0 mg
(15 g) (40-63 pm) MeOH d.i.=2.3cm 2-E-3 584.0 mg
=9 f odtdmndm ¢ 2-E-4 113.0 mg
2-E-5 66.0 mg
. E-3-I 57.0 mg
Frac. Gradiente _
AC B-2-E-3 Fase Normal Hex DCMAGEEMeOH I&.—_39.0 cm E-3-II 387.0 mg
(584.0 mg) (40-63 um) itdodndmn 9 i.=14cm E-3-111 5.0 mg
' E-3-IV 38.0 mg
Frac. Fase Reversa Gradiente L=39.0 cm 3-11-1 222.0 mg
AD 2-E-3-11 RPis AguaMeOH d i_— 1'4 em 3-11-2 48.0 mg
387.0 mg (40-63um) jtdqe © m T 3-11-3 32.0 mg
AE EZjﬁ'l Sephadex Isocrética L=30.0cm II-1-A 150.0 mg
(222.0 mg) LH-20 MeOH di=1.2cm | 1I-1-B 59.0 mg
Frac. Fase Reversa Isocratica _
AF 3-1I-1-B RPis AguaMeOH 'O‘II‘ 329 o e 5421'8 i
(59.0mg) | (40-63um) (1:9) A= UMy
B-A-l 1.0 mg
i B-A-ll 2.0 mg
Frac. Fase Reversa Isocrética _
AG I1-1-B-A RPis AguaMeOH '& i_—ng o Y i'g n
(22.0 mg) (40-63pum) (1:9) T 0 Mg
B-A-V 10.0 mg
B-A-VI 3.0 mg
Frac. Fase Reversa Isocratica L=33.0cm B-B-| 30m
AH I1-1-B-B RPis AguaMeOH dicosem| BBI  280m
(34.0 mg) (40-63um) (1:9) T ©mg
i R 27.0 mg
Frac. Fase Reversa Isocrética _
Al 3H[-1-A RPis AguaMeOH '&;_3‘3'2 o 1:2:?: 1100060nTg
(150.0 mg) | (40-63um) (1:9) A= Mg
1A 3.0 mg
- A-A-l 14.0 mg
Frac. Fase Reversa Isocratica _
AJ I1-1-A-A RPis AguaMeOH '& i‘_?’g'g Err: /i'/’:‘_'l'l'l i'g mg
(27.0mg) | (40-63um) (1:9) A=0 0 Mg
A-A-IV 3.0 mg
A-B-| 20.0 mg
Frac. Fase Reversa Isocrética L=33.0cm A-B-ll 17.0 mg
AK I1-1-A-B RPig AguaMeOH q i‘_ o8em | ABN 22.0mg
(100.0 mg) | (40-63um) (1:9) T A-B-IV 29.0 mg
A-B-V 5.0 mg
Frac. Fase Reversa Isocrética L=33.0cm B-1I-1 2.0 mg
AL 1-A-B-lI RPig AguaMeOH q i‘_ ogem | B2 11.0 mg
(17.0 mg) (40-63um) (1:9) T B-11-3 3.0 mg
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Frac. Fase Reversa Isocratica _
AM ABHlI-2 RPs AguaMeOH Lozsoom | A 3omg
(11.0mg) | (40-63um) (1:9) A=0 0 mg

A partir de la fraccién L (10.0 mg), se obtuvieron tres fracciones principales{La L-3, Figura

3.7) mediante cromatografia en columna (Columna AR, Tabla 3.5). Entre estas, la fracci@ L

(8.0 mg) se sometié a una separaciéon adicional (Columna AS) utilhdo silica gel 60 en fase

reversaRR18 (40-o 0 t 1 Q@ U O1T A AAOA IiMe@HS.516)0dn Anatbldena A AA ACO.
de 0.5 cm de didmetro interno y 29.0 cm de longitud. El analisis de las 30 fracciones obtenidas

mediante CCBFR permitio identificar el compuesto Ph8 de forma pura, agrupado en la

fraccion L-3-11 (7.0 mg).

Por otro lado, a partir de la fraccion M (11.0 mg) se logré aislar 2.0 mg adicionales del

O

compuestoPh8 mediante cromatografia en fase reversaRP8 (40-p 0 t | qh OOEI EUAT Al
movil isocratica de aguaacetonitrilo (2:8) (Columna AT), con las mismas dimensiones de

empaquetado de la Columna AS.

Finalmente, la fraccibn M2 (7.0 mg) se someti6 a dos separaciones cromatograficas
adicionales y consecutivas (Columnas AU y AV), utilizando las mismas condiciones de fase
estacionaria, fase movil y empaquetado de la Columna AT. El analisis por &BDconagua

MeOH (1:9) permitié confirmar la purificacion del compuestd®h9, con un peso de 4.0 mg.

En resumen, la aplicacibn de una metodologia especifica de aislamiento mediante

cromatografia en columna sucesivas, utilizando una combinacion estratégica de fases

estacionarias y méviles en cada etapa, asi como diferentes dimensiones de empaquetado de
columna, permitié el aislamiento de fracciones y compuestos del extracto organico. Cada

fraccionamiento fue monitoreado cuidadosamente mediante CCD, lo que facilit6 la agrupacién

de fracciones con perfiles similares y, en consecuencia, la purificacion de negnterpenoides

estructuralmente distintos, de gran interés para el presente estudio.
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[ FR-5B (36 mg) ]
J i Columna AN

FR-5B-I11

(9.0 mg)
Columna AP

Columna AN

5B-I11-2
(4.0 mg) || (

FR-5B-I1 FR-5B-IV

(11 mg) (6.0 mg)

Columna AD Columna AQ)
5B-1I-2 5B-11-3 5B-1
(7.0 mg)|| (1.0 mg) (3.0 g)
(v o) (rwoms)
Columna AR Columna AT
L-1 [ L-2 ] | M-1 [ M-2 ] M3 | Ph8
(1.0 mg)}{ (1.0 mg) (2.0 mg)}| (7.0 mg))( (2.0 mg)

Columna AS Columna AU

—

M-2-111

0mg) J|_(+1.0 mg)
Columna AV
2-1-A || 2-1-B |[ 2-11¢ | Ph
(1.0 mg))| (1.0 mg) ) | (4.0 m

Figura 3.7: Esquema de purificacién y enriquecimiento de los compuestos Bly Ph9.

Tabla 3.5. Cromatografia de columnas sucesivas de purificacién del compuesto Ph8 y Ph9.

Fraccion Dimensiones . e
Columna Inicial nge . Fase Movil de la Fraccpnes P"nc.'pales
; Estacionaria Obtenidas (cantidad)
(cantidad) Columna
- FR-5B-I 6.0 mg
Frac. Fase Reversa| Isocratica
AN FRS5B RPis AguaMeOH L=330cm | FRSB-I 110 mg
(36.0 mg) (40-63um) (1.5:8.5) d.i.=0.8cm | FR-5B-III 9.0 mg
' T FR-5B-IV 6.0 mg
Frac. Fase Reversg Isocratica
AR FR5B-I RPis AguaMeOH Le29em ) SEl 39 mg
(6.0 mg) (40-63um) (1.5:8.5) T )
Frac. Fase Reversd Isocréatica L=29.0cm 5B-II-1 3.0 mg
AO FR5B-II RPis AguaMeOH di= 0'5 om 5B-I1-2 7.0 mg
(11.0 mg) (40-63um) (1.5:8.5) T 5B-I1-3 1.0 mg
Frac. Fase Reversd Isocréatica L=29.0cm 5B-ll-1 2.0mg
AP FR5B-III RPig AguaMeOH diz 0'5 om 5B-I11-2 4.0 mg
(9.0 mg) (40-63um) (1.5:8.5) T 5B-I11-3 3.0 mg
Frac. Fase Reversd Isocréatica L=29.0cm 5B-IV-1 2.0mg
AQ FR5B-IV RPis AguaMeOH di= 0'5 om 5B-IV-2 3.0mg
(6.0 mg) (40-63um) (1.5:8.5) T 5B-IV-3 1.0 mg
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Frac. Fase Reversal Isocratica L=29.0cm L-1 1.0 mg
AR L RPis AguaMeOH = 0'5 cm L-2 1.0 mg
(10.0 mg) (40-63um) (1.5:8.5) o L-3 8.0 mg
Frac. Fase Reversa Isocrética
AS L3 RPs AguaMeOH CL“‘ fg'g o II:33I|I %‘8 mg
(8.0 mg) (40-63um) (1.5:8.5) T )
Frac. Fase Reversal Isocratica L=29.0cm M-1 2.0 mg
AT M RPis AguaAcN = 0'5 cm M-2 7.0 mg
(11.0 mg) (40-63um) (2:8) o M-3 2.0 mg
Frac. Fase Reversal Isocratica L=29.0cm M-2-| +1.0 mg
AU M-2 RPis AguaMeOH di= 0'5 cm M-2-I1 6.0 mg
(7.0) (40-63um) (2:8) T M-2-Il1 +1.0 mg
Frac. Fase Reversal Isocratica L=29.0cm 2-11-A 1.0 mg
AV M-2-II RPis AguaMeOH A= 0'5 a 2-11-B 1.0 mg
(6.0 mg) (40-63um) (2:8) o 2-11-C 4.0 mg

Los nueve compuestos obtenidos se aislaron comuy buenos niveles de pureza y se

registraron los siguientes pesos finales:

- Compuesto Ph1: 58.0 mg - Compuesto Ph6: 38.0 mg
- Compuesto Ph2:20.0 mg - Compuesto Ph7: 8.0 mg
- Compuesto Ph3:10.0 mg - Compuesto Ph8: 9.0 mg
- Compuesto Ph4: 10.0 mg - Compuesto Ph9: 4.0 mg

- Compuesto Ph5: 23.0 mg

Este procesocromatografico de purificacion permitié la obtenciéon de cada compuesto en
cantidad y calidad Gtil para estudios posteriores, lo cual representa un avanceacia el

conocimiento fitoquimico de la especie estudiada.

3.1.6 Datos espectroscépicos de los compuestos purificados de la especie
P. hippurideus

En la presente investigacion, se caracterizaron nueve compuestos aisladosRigegmariurus
hippurideus mediante técnicas avanzadas de resonancia magnética nuclear (RMN) para el
analisis estructural. Estos compuestos, pertenecientes al grupo de triterpenoides tipicos de las
licopodiaceas, fueron sometidos a estudios detallados de RMN unidimension@d (y :3CG-APT),

asi como a experimentos bidimensionales (COSY, HMQC, HSQC, HMBC y NOESY). Dichos
andlisis permitieron determinar la conectividad entre atomos, las configuraciones

estereoquimicas relativas y la presencia de grupos funcionales distintivos en cadanguesto.
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A continuacién, se presentan los compuestos purificados junto con sus formulas moleculares
probables. Para los datos espectroscépicos completos, consultar las Tablas 3BRMN, 400
MHz, CDG) y 3.7 (3G-RMN, 100 MHz, CDg)l

3-O-acetiltohogenol (Phl): 58.0 mg, polvo blanco amorfo. Férmula molecular probable:
#FF(49MU/ M8

acetato de 3serratenediol(Ph2): 20.0 mg, polvo blanco amorfo. Férmula molecular probable:
#FF(4F/ F 8

1-onocerina(Ph3): 10.0 mg, polvo blanco amorfo. Formula molecular probablesdElseO..

Serratenediol(Ph4) : 10.0 mg, polvo blanco amorfo. Férmula molecular probable;dElsoOs.

21-epi-serratenediol 3acetato (Ph5): 23.0 mg, polvo blanco amorfo. Férmula molecular
probable: G2Hs20:s.

Licoflegmarina(Ph6) : 38.0 mg, polvo blanco amorfo. Férmula molecular probablezdEleoOs.

Tohogenol(Ph7) : 8.0 mg, polvo blanco amorfo. Férmula molecular probable;dEls,Os.

Hippuridano A(Ph8): 9.0 mg, polvo blanco amorfo. FGrmula molecular probable;£Es40s.

Hippuridano B(Ph9) : 4.0 mg, polvo blanco amorfo. Formula molecular probablesdEls2Os.














































































































































































































































































































































































